Caracterización molecular y funcional de NRT1 de Chlamydomonas y su relación con otros transportadores de nitrato/nitrito by González Sánchez, Zaira
	  
	   	  
Caracterización molecular y funcional 
de NRT1 de Chlamydomonas y su 
relación con otros transportadores de 
nitrato/nitrito  
Zaira González Sánchez 
Córdoba 2013 
TESIS DOCTORAL 
TITULO: Caracterización molecular y funcional de NRT1 de Chlamydomonas y
su relación con otros transportadores de nitrato/nitrito
AUTOR: ZAIRA GONZALEZ SANCHEZ
© Edita: Servicio de Publicaciones de la Universidad de Córdoba. 
Campus de Rabanales
Ctra. Nacional IV, Km. 396 A
14071 Córdoba
www.uco.es/publicaciones
publicaciones@uco.es
	  
	  	  	  
 
DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
 
“Caracterización molecular y funcional de NRT1 de 
Chlamydomonas y su relación con otros 
transportadores de nitrato/nitrito”  
 
 
Trabajo presentado por la licenciada en Química 
Zaira González Sánchez 
 para optar al grado de Doctor 
 
 
Directores 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Córdoba, junio de 2013 
  
Dra. Aurora Galván Cejudo 
Catedrática de Bioquímica y 
Biología Molecular  
Universidad de Córdoba 	  
Dr. Emilio Fernández Reyes 
Catedrático de Bioquímica y 
Biología Molecular  
Universidad de Córdoba 	  
	  
	  	  	  	  	  
TÍTULO DE LA TESIS: Caracterización molecular y funcional de NRT1 de 
Chlamydomonas y su relación con otros transportadores de nitrato/nitrito. 
 
DOCTORANDO/A: Zaira González Sánchez. 
 
INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS 
(se hará mención a la evolución y desarrollo de la tesis, así como a trabajos y publicaciones derivados de la misma). 
 
Aurora Galván Cejudo, Catedrática de Bioquímica y Biología Molecular de la 
Universidad de Córdoba; y Emilio Fernández Reyes, Catedrático de Bioquímica y 
Biología Molecular de la Universidad de Córdoba 
 
Informan que: 
 
El trabajo titulado “Caracterización molecular y funcional de NRT1 de 
Chlamydomonas y su relación con otros transportadores de nitrato/nitrito.” ha 
sido realizado bajo nuestra dirección por Dña. Zaira González Sánchez en el 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Córdoba, y 
que reúne todos los requisitos exigidos para obtener el grado de Doctor. 
 
Así mismo, hacen constar que en el desarrollo del trabajo realizado por el doctorando 
se han conseguido resultados que cubren los objetivos marcados de Tesis doctoral 
que fueron: Aislamiento, secuenciación, evaluación de la expresión en diferentes 
condiciones de cultivo y caracterización funcional de CrNRT1, y aislamiento, 
secuenciación y caracterización funcional de CrNRT2.4.  
 
Estos resultados están en espera de publicación en un futuro próximo. Además, el 
doctorando ha publicado varios capítulos de libros y ha participado en diversos 
congresos nacionales e internacionales en el área de interés. 
 
 
Por todo ello, se autoriza la presentación de la tesis doctoral. 
 
 
 
Córdoba,  13 de junio de 2013 
 
 
Firma del/de los director/es 
 
 
 
 
 
Fdo.:Aurora Galván Cejudo                                           Fdo.: Emilio Fernández Reyes  
	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A mis padres. 
 
 
 
 
 
 
 
  
	  
AGRADECIMIENTOS 
Hace muchos años que escuché por primera vez aquello de “la ciencia y 
la vida”, pero no hace tantos que descubrí lo que aquello realmente significaba: 
La ciencia es la vida. Es la vida de aquellas personas que sacrifican muchos 
momentos de la suya para intentar descubrir la verdad, ir más allá de lo ya 
conocido. Es una pasión que roba los corazones de los científicos y que los 
hace imparables ante cualquier adversidad. Es aquello que a la vez que te 
consume, te alimenta. La ciencia es, sin duda, una forma de vida. 
Cuando te dan la posibilidad de investigar, de aprender, de descubrir y de 
vivir la ciencia, tienes muchas cosas que agradecer, y un par de folios pueden 
quedarse muy cortos para ello. Quiero dar las gracias a mi familia científica, 
mis amigos y compañeros y, por supuesto, a mi familia. 
En primer lugar doy las gracias a mis padres científicos, Aurora y Emilio, 
que desde que me acogieron en su grupo hasta el día de hoy siempre han 
querido lo mejor para mí, como cualquier padre querría. Me han enseñado, 
guiado, ayudado y acompañado a lo largo de este período y han sido mucho 
más que unos jefes envidiables. Especialmente gracias a Aurora por su 
completa dedicación e implicación en cada una de las etapas de este trabajo. 
A continuación le toca el turno a mis hermanos científicos, con los que 
tantas horas he compartido y de los cuales tantas cosas he aprendido. En 
general agradezco a todos el inmejorable ambiente de trabajo y el haberme 
hecho sentir como en una gran familia. Me gustaría agradecer uno por uno 
todas las cosas que habéis hecho por mi, no es fácil, porque son muchas 
cosas las que os debo, pero voy a intentarlo. Gracias Ángel, por todas aquellas 
veces en las que te he pedido algo y en menos de un minuto lo he tenido, por 
demostrarme que la capacidad de organización y el orden no están reñidos con 
el volumen de trabajo y también que se pueden hacer las cosas “venga quien 
venga”. Gracias David porque de ti he aprendido desde la primera 
conversación, tanto cosas científicas como no, porque hablar contigo es 
sinónimo de aprender, es un placer porque hay sabiduría en tus palabras. 
Gracias Jose por ser mi segundo cerebro, mi otro par de ojos. No todo el 
mundo puede decir que para algunos experimentos ha tenido cuatro manos, 
pero yo sí gracias a ti. Tú me has enseñado todo lo que sabías, has soportado 
mis días de inducción, con los cambios de humor que éstos podían conllevar, 
me has acompañado los días que se me hacía tarde, y siempre has estado ahí 
para decirme tanto lo que quería oír como lo que no, pese a que muchas veces 
acabara haciendo lo que a mi me parecía bien. De verdad, parte de este 
trabajo es gracias a ti. Gracias Emanuel por todos esos debates (algunos aún 
abiertos como el de la combinación del marrón y el negro) y conversaciones de 
las cuales también he aprendido y, sobre todo, disfrutado. Pero gracias 
también por tu bondad, cuesta trabajo encontrar personas que aún crean en 
hacer el bien. Ah y gracias por apreciar mis decorativas flores en las cajas de 
puntas que aportan ese toque femenino al laboratorio. Gracias Manolo, por la 
serenidad que siempre me has transmitido, porque me he reído muchísimo 
contigo, pena no haber podido disfrutar de tu presencia en el lab estos cuatro 
años. Gracias Alejandro por tu sinceridad, por tu toque de humor “inflando el 
perro” para que nos piquemos y riamos, pero sobre todo por tu paciencia y 
	  
apoyo con el HPLC, por escucharme en mis desahogos y darme tu opinión 
más sincera. Gracias Fran por tus risas, tus bromas, tus chistes y por tu 
grandiosa generosidad que nos ha hecho sentirnos siempre en familia. Gracias 
José Luis por todos esos momentos, esos gestos, esas caras con las que nos 
hemos entendido sin necesidad de decir palabra. También gracias por 
escucharme y contarme cosas, por tus camisetas, por tus frases de los 
Simpsons y por cada una de las veces que me he reído con tan sólo mirarnos. 
Gracias Rocío, por ser una chica Chlamy y estar a mi lado cuando creía que 
tanto hombre no me entendería, por las placas y medios, por el orden, por el “a 
ver chicos, ¿quién se ha dejado esto aquí?”, por la música y los carnavales y 
porque se agradecen esas conversaciones más “de chicas”. Y lo mejor para el 
final. Gracias Maribel, mamá pato, y nosotros tus patitos, yo la abejita que salía 
a acompañarte. Me cuesta mucho sintetizar en un par de frases todo lo que 
tengo que agradecerte: las conversaciones de la vida, de la ciencia, de las 
Chlamys, de los viajes, de cosas de chicas, los momentos buenos y los malos, 
por las miles de preguntas que te he hecho, por los pedidos, por los medios, 
por las risas diarias, gracias por estar siempre ahí, eres genial. 
Ahora le toca el turno a la gente que aunque no forma parte de mi grupo 
de investigación han hecho esta etapa de mi vida inolvidable. Empiezo por mis 
chicas del departamento, amigas. Gracias Tina y Mari Carmen por los 
miércoles en el 100 montaditos, por las conversaciones interminables, por el 
apoyo en todo momento, por vuestra ayuda y por compartir conmigo todo lo 
que sabíais. Gracias Mari, Laura, Inma R., por hacer de los encuentros en los 
pasillos pequeñas terapias que nos dieran fuerza para seguir. Gracias Azahara 
por mil cosas, por tu amistad, por no fallarme nunca, por acompañarme en la 
carrera, el máster, el CAP, el inglés y la tesis. A mis químicas, gracias Isa, 
Jacqueline, por los buenísimos momentos y nuestras, cada vez más difíciles, 
quedadas. Gracias a todos aquellos profesores que fuera de las clases me 
enseñaron las lecciones más importantes. Gracias a Antonio Rodríguez, Jesús 
Díez, José Manuel, por transmitirme enseñanzas de la vida ligadas a la ciencia. 
Gracias por el submarinismo y el padel. 
Gracias a Conchi, Inés y Susana por los correos, llamadas, papeles y 
demás. A Conchi, palmeña, gracias también por las veces que he subido a tu 
despacho para un minuto y la conversación se ha alargado, gracias por tus 
consejos y por averiguarme las cosas siempre tan rápido. 
De mis amigos ajenos a la Universidad no me podía olvidar, porque es 
difícil que entiendan este mundo desde fuera, pero ellos lo han hecho desde el 
principio y me apoyaron y defendieron de quienes no lo hacían. Gracias Belén, 
Antonio, Lidia, Teresa, Ana Gamero, AnaSan, Rafa, Marco, Rosa, Álex, July.. 
Gracias a los que ya no están porque antes de irse me mostraron su apoyo, 
gracias Cristóbal, Fran, se os echa de menos. 
Creo que llego al final, a los que me muestran siempre su apoyo 
incondicional, a los miembros de mi familia. Y a los que darle las gracias en tan 
poco espacio se me hace una tarea casi imposible. Gracias a mis hermanas, 
Carla y Úrsula, por ser mis amigas de toda la vida, por escucharme y 
acompañarme, y por apoyarme siempre, incluso cuando las cosas estaban 
difíciles para ellas. Es un lujo tener unas hermanas como vosotras, gracias por 
	  
estar ahí. Gracias a mi abuela, por hacer que le apuntara en un papel las 
palabras “Bioquímica” y “Biotecnología” para poder presumir con sus amigas de 
lo que estaba haciendo su nieta en la Universidad. Gracias por sus inagotables 
fuerzas para apoyar a sus nietos. Gracias a mis tíos José Luis y Mari Carmen, 
y mis primos, Adrián y Blanca, por preocuparse siempre de lo que estoy 
haciendo y de cómo me va en la ciencia. Gracias también a mis otros 20 tíos y 
25 primos por parte de padre, que siempre preguntan cómo estoy, cómo me va 
y se alegran de todo lo bueno que me pase.  
Porque ya eres parte de mi familia, parte de mi vida y parte de mi, gracias 
Joaquín por tu apoyo sin límites, por preguntarme a diario qué tal ha ido en el 
lab, aún sabiendo que las respuestas no iban a ser muy entretenidas. Gracias 
por aprenderte la jerga y hablarme de inducciones, de Chlamys, de muestras, 
de placas, como si fueras uno más. Gracias por sacarme una sonrisa incluso 
los días más duros. Gracias por ser mi compañero de este viaje que es la vida 
y por hacerme disfrutar de ella al máximo. Gracias por apoyarme en mis 
decisiones y por cada uno de los abrazos que me han dado la fuerza para 
seguir. Te quiero bonito. 
Por último, gracias papá y mamá por todo lo que soy, no lo sería si 
vosotros no fuerais tan maravillosos. Gracias por darme ese empujoncito 
cuando me hacía falta, por motivarme, gracias por enseñarme a luchar por lo 
que quería, gracias por quererme tanto, por escucharme, por aconsejarme, por 
darme libertad, por educarme, por ayudarme a levantarme en cada tropiezo, 
por pelear para darnos lo mejor, por ser mi ejemplo a seguir. Gracias por ser 
los mejores padres del mundo, os quiero.  
 
 
 
 
 
Este trabajo ha sido financiado por una beca, por el proyecto de 
investigación de excelencia de la Junta de Andalucía, al cual pertenece ésta: 
“Chlamydomonas como organismo modelo para el estudio de los 
transportadores de nitrato/nitrito y la adaptación a las condiciones ambientales” 
(P08-CVI-04157) y por el proyecto del Ministerio de Ciencia e Innovación 
“Genómica funcional de la asimilación de nitrógeno y producción de energía en 
Chlamydomonas” (BFU2011-29338). 
 
 
 
 
 
 
 
 
	  
  
	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Lo que sabemos es una gota de agua;  
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I.1.  VISIÓN GENERAL DE LA IMPORTANCIA DEL NITRÓGENO 
INORGÁNICO Y DEL NITRATO EN PARTICULAR. 
El nitrógeno es un componente esencial de las biomoléculas que 
constituyen los seres vivos, como amino ácidos, proteínas o ácidos nucleicos.  
Sólo los organismos fotosintéticos y algunos hongos, levaduras y bacterias 
pueden asimilar nitrógeno inorgánico. La asimilación de nitrógeno inorgánico 
por las plantas constituye el 75% del nitrógeno proteico que consume el 
hombre, bien directamente por el consumo de vegetales, bien indirectamente 
por el consumo de carnes animales. 
Las plantas pueden tomar nitrógeno orgánico, aminoácidos o urea, 
presentes en suelos con alto contenido de materia orgánica. Sin embargo, la 
asimilación de nitrógeno inorgánico, nitrato y amonio, es cuantitativamente, la 
ruta más importante para la adquisición de nitrógeno en la biosfera.  
El uso de abonos nitrogenados ha supuesto una revolución industrial para 
la mejora en el rendimiento de las plantas de cultivo. Sin embargo, su abuso y 
el bajo aprovechamiento por las plantas han llevado a que los fertilizantes sean 
un problema de contaminación ambiental. Se estima que en 2050 la población 
mundial sea de unos 9 billones de habitantes, lo cual va a llevar a un aumento 
importante en la necesidad de alimento. Esto, junto con el uso de cultivos con 
fines no alimenticios como es la producción de biofuel, va a llevar a un 
encarecimiento de los alimentos y/o a la necesidad de aumentar 
considerablemente tanto las áreas de cultivo como el rendimiento de los 
mismos. Entender y hacer eficiente la asimilación de nitrógeno inorgánico es un 
reto científico, la magnitud y la seriedad de este reto no debe ser desestimada 
(Gutiérrez, 2012). 
Dentro del nitrógeno inorgánico, amonio y nitrato, el nitrato tiene particular 
interés ya que no sólo es un nutriente sino que también es una molécula señal 
que va a regular una gran cantidad de procesos metabólicos, fisiológicos y de 
diferenciación (Crawford, 1995; Sttit, 1999; Ruffel et al., 2010; Bouguyon et al., 
2012).  
En los organismos capaces de utilizar el nitrato, su ruta de asimilación se 
encuentra altamente conservada y ha sido ampliamente revisada tanto en 
organismos procariotas como eucariotas, fotosintéticos o no fotosintéticos 
(Caboche y Rouzé, 1990; Crawford y Arst, 1993; Crawford, 1995; Daniel-
Vedele y Caboche, 1996; Marzluf, 1997; Crawford y Glass, 1998; Campbell, 
1999; Forde, 2000; Galván y Fernández, 2001; Williams y Miller, 2001; 
Crawford y Forde, 2002; Siverio, 2002; Forde y Cole, 2003; Cabello et al., 
2004; Monza y Márquez, 2004;  Flores et al., 2005; Márquez et al., 2005; 
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Galván et al., 2006; Schwarz y Mendel, 2006; Moreno-Vivian y Flores, 2008; 
Fernández y Galván, 2008; Fernández et al., 2009).  
En este trabajo nos centraremos en el alga verde unicelular eucariota 
fotosintética Chlamydomonas reinhardtii como organismo modelo, y se tendrá 
como principal referencia otro organismo modelo de planta como es 
Arabidopsis thaliana . 
En una célula eucariota fotosintética tipo, la asimilación de nitrato se lleva 
a cabo en las siguientes etapas (Figura I.1): 
1. Entrada del nitrato al interior celular mediante sistemas de 
transporte específicos. 
2. Reducción citosólica de nitrato a nitrito, reacción catalizada por la 
enzima nitrato reductasa (NR). 
3. Entrada del nitrito al cloroplasto, mediada también por 
transportadores específicos. 
4. Reducción del nitrito a amonio en el cloroplasto, reacción 
catalizada por la enzima nitrito reductasa (NiR). 
5. Incorporación del amonio a esqueletos carbonados a través del 
ciclo de la  glutamina sintetasa y glutamato sintasa (GS/GOGAT). 
 
 
 
 
 
 
Figura I.1. Pasos de la asimilación de nitrato a esqueletos carbonados. 
 
Si bien es una ruta sencilla, está sujeta a mecanismos de regulación 
compleja. Estos mecanismos de regulación son importantes y permiten a los 
organismos adaptarse a las diferentes y cambiantes condiciones ambientales, 
luz/oscuridad, cantidad/tipo de fuente de carbono, cantidad/tipo de nutriente 
nitrogenado etc. Además, permiten evitar la acumulación de productos tóxicos, 
por ejemplo, el nitrito. El nitrito que se genera tras el primer paso de reducción, 
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es un compuesto altamente tóxico y mutagénico por su capacidad de 
desaminar los grupos amino de las bases nitrogenadas. 
Los mecanismos de regulación son complejos y operan a todos los 
niveles, transcripcional, traduccional y postraduccional. En gran parte de  los 
organismos asimiladores de nitrato, algunos genes de la asimilación de nitrato 
se encuentran agrupados en “clusters”. Este es el caso de Aspergillus nidulans 
(Johnstone et al., 1990), Hansenula polymorpha (Pérez et al., 1997), 
Chlamydomonas (Quesada et al., 1993), y Ostreococcus (Derelle et al., 2006). 
En todos estos casos varía el número de genes y su organización, pero todos 
los grupos contienen los genes esenciales para el transporte y reducción de 
nitrato y nitrito. En Ostreococcus también se encuentran genes adicionales 
para el metabolismo del cofactor de molibdeno, MoCo. En las plantas, la 
agrupación de los genes de asimilación de nitrato sólo se ha descrito en 
Arabidopsis donde NRT2.1 y NRT2.2 están en una configuración de cola a cola 
en el cromosoma I, y NRT2.3 y NRT2.4 en una cabeza-a-cola configuración en 
el cromosoma V (Orsel et al., 2002). Así pues, parece que estas agrupaciones 
no surgieron de transferencia horizontal de genes, sino tal vez como una 
estrategia celular para optimizar la regulación de esta vía. 
 
 
I.2. COMPONENTES DE LA RUTA DE ASIMILACIÓN DE NITRATO. 
 A continuación se describen algunos componentes de la ruta de 
asimilación de nitrato indicados en la Figura I.1 
I.2.1. Transportadores de nitrato y nitrito. 
Desde el punto de vista estructural se consideran tres familias diferentes 
de transportadores involucradas en el transporte de nitrato y/o nitrito: NRT1, 
NRT2 Y NAR1 (Crawford y Glass, 1998; Forde, 2000; Galván et al., 2001; 
Forde y Cole, 2003; Fernández y Galván, 2008). El número de genes 
correspondientes a cada una de estas familias varía en los diferentes genomas. 
Por ejemplo, comparando los genomas de Arabidopsis y Chlamydomonas la 
situación es la siguiente: para Arabidopsis: 53 NRT1, 7 NRT2 y ningún NAR1; 
para Chlamydomonas: 1 posible NRT1, 6 posibles NRT2 y 6 NAR1 (Orsel et al., 
2002; Okamoto et al., 2003; Mariscal et al., 2006; Fernández y Galván 2008).  
La familia NRT2, también denominada NNP (Nitrate Nitrite Porter) 
pertenece a la superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily) (Pao et al., 
1998). Las proteínas NRT2 se corresponden con sistemas de transporte de 
nitrato/nitrito presentes en los genomas de bacterias, hongos, levaduras, algas, 
y plantas, pero ausentes en mamíferos (Siverio, 2002; Crawford y Forde, 2002, 
Fernández y Galván, 2008). Este tipo de transportadores se caracterizan por 
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tener 12 dominios transmembrana separados por un “loop” central y los 
extremos N- y C- terminales posiblemente localizados en el citoplasma. Estos 
transportadores se han clasificado en tres grupos, dependiendo de la longitud 
del loop central y de los extremos N- y C- terminales (Forde, 2000) (Figura I.2).  
Tipo I, se caracteriza por tener cortas secuencias de aminoácidos fuera 
de los dominios transmembrana y está representado por la proteína NARK de 
E. coli. Tipo II representado por los trasportadores de hongos (ej. CRNA de 
Aspergillus nidulans; YNT1 de Hansenula polymorpha), se caracterizan por 
tener un largo “loop” central entre los dominios transmembrana 6 y 7. Este 
“loop” juega un papel en la regulación del transportador en respuesta a 
nitrógeno. La fosforilación del transportador YNT1  de Hansenula, en respuesta 
a limitación de nitrógeno, lo estabiliza en la membrana plasmática (Navarro et 
al., 2008). Por el contrario, en condiciones de alto nitrógeno (ej. tratamiento con 
amonio o glutamina) predomina la forma no fosforilada que lleva a su 
ubiquitinación, endocitosis, y degradación vacuolar (Navarro et al., 2006). Tipo 
III, representado por miembros NRT2 de Chlamydomonas y plantas que se 
caracterizan por un largo C- o N terminal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.2. Características estructurales de los transportadores NRT2. Tomado de Forde 
(Forde, 2000). 
 
Algunos transportadores NRT2 de tipo III requieren para su funcionalidad 
un segundo componente. Se trata de una proteína con un dominio 
transmembrana, identificada por primera vez en Chlamydomonas y 
denominada NAR2 (Nitrate Assimilation Related protein 2) (Quesada et al., 
1994; Zhou et al., 2000). Se han identificado homólogos a NAR2 también en 
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plantas  (Tong et al.,  2005; Orsel et al.,  2006; Okamoto et al.,  2006). La 
necesidad o no de una proteína tipo NAR2 permite clasificar estos 
transportadores en: sistemas de uno (NRT2) o dos componentes (NRT2/NAR2) 
(Galván y Fernández, 2001; Orsel et al., 2006). En el caso de Chlamydomonas, 
NAR2 se requiere para la funcionalidad de NRT2.1 y NRT2.2, pero no para 
otros putativos transportadores NRT2 (Quesada et al., 1994; Galván et al., 
1996). También en el caso de Arabidopsis AtNAR2.1 tiene especificidad por 
AtNRT2.1 pero no por otros AtNRT2 (Orsel et al., 2006). Está claro que las 
proteínas NRT2 y NAR2 muestran unas interacciones muy precisas y que 
NAR2 es esencial para el transporte de nitrato de alta afinidad, sin embargo, el 
mecanismo preciso en esta regulación aún se desconoce (Galván et al., 1996; 
Zhou et al., 2000; Tong et al.,  2005; Orsel et al., 2006; Okamoto et al., 2006). 
La familia NAR1 (Nitrate Assimilation-Related component 1) se describe 
en Chlamydomonas ya que NAR1.1 se identifica como un transportador de 
nitrito al cloroplasto regulado por nitrato (Quesada et al., 1993; Rexach et al., 
2000). Estructuralmente se trata de proteínas con 6 dominios transmembrana 
relacionadas con los transportadores denominados FNT (Formiate Nitrite 
Transporters) (Peakman et al., 1990; Suppmann y Sawers, 1994; Rexach et al., 
2000). Estas proteínas están restringidas a bacterias y protistas y están 
ausentes en plantas y animales (Mariscal et al., 2006). Considerando los 
genomas de bacterias, hongos, levaduras, parásitos y algas, la mayoría de 
estos organismos contiene una única copia del gen (Ostreococcus tauri, 
Thalasiossira pseudonana, Prochlorococcus marinus, Plasmodium falciparum, 
Aspergillus nidulans, Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae). Algunos 
contienen varias copias como E.coli que tiene tres (FOCA, FOCB y NirC). Sin 
embargo, Chlamydomonas parece el único organismo eucariota que contiene 
tan alto número de copias (NAR1.1-6) (Mariscal et al., 2006). Las proteínas tipo 
NAR1 encajarían dentro de dos tipos dependiendo de la longitud del extremo 
C-terminal. Uno sería aquellas proteínas con un C-terminal corto (NAR1.1, 
NAR1.2, NAR1.4, NAR1.5, y los tipos bacterianos) y otro tendría un C-terminal 
largo (NAR1.3, NAR1.6 y los tipos de levadura). Además, para NAR1.1 y 
NAR1.2 se predice una localización cloroplástica; NAR1.5 podría tener dos 
posibles localizaciones en el cloroplasto o en la mitocondria, y NAR1.3, NAR1.4 
y NAR1.6 parecen tener una localización en membrana plasmática (Mariscal et 
al., 2006).  
Las proteínas NAR1.1 y NAR1.2 median el transporte de nitrito y de nitrito 
bicarbonato al cloroplasto, y permiten ajustar el metabolismo del nitrógeno en 
función de la disponibilidad de carbono (Rexach et al., 2000; Mariscal et al., 
2004; Mariscal et al., 2006). En el caso de organismos como Saccharomyces 
cerevisiae y Plasmodium falciparum, que no asimilan nitrato/nitrito, se sugiere 
que estas proteínas pueden ser importantes en los flujos de aniones 
monovalentes con homología estructural como el formiato y bicarbonato.  
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El transportador de Saccharomyces cerevisiae también se ha relacionado con 
la homeostasis de cloruro y se le ha propuesto un papel sensor de Cl-  
(Jennings y Cui, 2008). 
La familia NRT1, está englobada dentro de la superfamilia POT (Proton-
Dependent Oligopeptide transporters), es ubicua y tiene una amplia 
representación en los genomas vegetales. Miembros de esta familia se han 
relacionado con el transporte de nitrato de baja afinidad así como con el 
transporte de aminoácidos y oligopéptidos (Paulsen y Skurray, 1994; Pao et al., 
1998; Forde, 2000; Crawford y Forde, 2002; Okamoto et al., 2003). Las 
proteínas NRT1 se caracterizan por tener 12 dominios transmembrana 
separados en dos grupos de seis por un loop central que contiene un alto 
número de residuos cargado. Tanto los extremos N- como C-terminal son 
cortos (Tsay et al., 1993; Forde, 2000; Crawford y Forde, 2002). Dentro de esta 
familia, el transportador mejor estudiado es AtNRT1.1 (CHL1) que codifica un 
transportador de nitrato dual que puede ser de baja o alta afinidad, 
dependiendo del estado nutricional de la planta, y cuya interconversión está 
mediada por procesos de fosforilación/defosforilación (Wang et al., 1998; Liu et 
al., 1999, Liu y Tsay, 2003). La existencia de un transportador de la familia 
NRT1 en Chlamydomonas se ha demostrado sólo mediante análisis in sílico de 
su genoma, por lo que su función está aún por demostrar en el alga 
(Fernández y Galván, 2008; Fernández et al., 2009).  
En resumen Chlamydomonas reinhardtii tiene 6 posibles genes NRT2, 6 
NAR1 y un posible NRT1. Esto constituye una red compleja de transportadores 
para el metabolismo de nitrato y nitrito en un organismo tan sencillo como es 
uno unicelular. La función de algunos de ellos es conocida en la actualidad, 
pero se requieren nuevos estudios para conocer la función de cada uno de 
estos transportadores. En esta Tesis doctoral, NRT1 y NRT2.4 van a ser 
objetivos de estudio.  
I.2.2. Nitrato reductasa. 
Es la enzima encargada de catalizar la reducción de nitrato a nitrito en el 
citoplasma. En eucariotas, se trata de una proteína homodimérica que utiliza 
piridín nucleótidos como donador de electrones. Cada subunidad está 
compuesta por un polipéptido de unos 100-120 kDa que contiene tres grupos 
prostéticos: FAD, citocromo b557 (hemo) y cofactor de molibdeno (MoCo), 
localizados en tres dominios funcionales (Figura I.3) (Zhou y Kleinhofs, 1996; 
Moura et al., 2004). 
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Figura I.3. Características estructurales de la NR de eucariotas. Se representan los 
dominios funcionales en una sola subunidad. 
 
Los genomas de hongos, levaduras y algas contienen generalmente un 
único gen que codifica la NR (Fu y Marzluf, 1987; Johnstone et al., 1990; 
Siverio, 2002; Fernández et al., 2009). Sin embargo, las plantas superiores 
pueden tener dos o más genes para NR. Tanto  Oryza sativa como Arabidopsis 
contienen dos, NIA1 y NIA2 (Kleinhofs y Warner, 1990; Capmbell, 1999). En 
estos casos, una de las dos NR es más abundante que la otra. Por ejemplo, en 
Arabidopis, NIA1 da cuenta del 10% de la actividad NR que, sin embargo, es 
suficiente para el crecimiento normal de la planta (Wilkinson y Crawford, 1993). 
La NR se considera una enzima clave en la ruta de la asimilación de nitrato, ya 
que es la primera enzima de la ruta y está sujeta a mecanismos muy precisos 
de regulación tanto a nivel transcripcional como postranscripcional. 
En condiciones desfavorables para la asimilación de nitrato, cambio de 
alto a bajo carbono o de alta intensidad de luz a baja, es importante disminuir la 
velocidad de reducción de nitrato para evitar la acumulación de metabolitos 
como nitrito y amonio que pueden tener efectos nocivos para las células.  
 
I.2.3. Nitrito reductasa. 
La reducción de nitrito a amonio ocurre en el cloroplasto y está catalizada 
por la enzima nitrito reductasa (NiR). En plantas y algas la enzima se localiza 
en el estroma de los cloroplastos de los tejidos fotosintéticos y en los plastos 
de los tejidos no fotosintéticos (plantas). Los electrones son suministrados por 
la ferredoxina reducida (Fdred) generada como consecuencia del transporte 
electrónico fotosintético. En las raíces de plantas y en Chlamydomonas en 
oscuridad, isoformas de Fd-NADP+ reductasa reducen a isoformas de 
ferredoxina oxidada (Fdox), a partir del NADPH generado en el ciclo oxidativo 
de las pentosas fosfato, suministrando así el poder reductor para la reacción de 
la ferredoxina-NiR (Márquez et al., 2004; Jin et al., 1998). 
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Figura I.4. Esquema de la reacción catalizada por la Fd-NiR y transferencia de electrones 
desde la ferredoxina reducida hasta el NO2 - generando amonio. 
 
La NiR es una proteína monomérica de unos 63 kDa, codificada por un 
gen nuclear. Contiene dos centros redox como grupos prostéticos: una 
agrupación sulfoférrica tipo [4Fe-4S] y un sirohemo, ambos enlazados a través 
de una cisteína que hace de puente entre estos grupos prostéticos. Muchas 
plantas poseen dos genes, cada uno responsable de las isoformas de hojas y 
raíces. Otros organismos, como Chlamydomonas, poseen en cambio un único 
gen (Márquez et al., 2004; Fernández et al., 2009).  
En cuanto a la regulación de las Fd-NiR es de destacar que están co-
reguladas transcripcionalmente con la NR, posiblemente para evitar la 
acumulación de NO2-. Las señales positivas fundamentalmente son el NO3- y la 
luz. Sin embargo y al contrario de lo que ocurre con NR y transportadores de 
nitrato/nitrito, no se han descrito mecanismos de regulación postraducional 
para la NiR. De hecho tanto la proteína como actividad NiR es muy estable 
cuando se produce un cambio a condiciones adversas para la asimilación de 
nitrato como oscuridad, ausencia de nitrato, bajo carbono (Galván et al., 1991; 
Pajuelo et al., 1993). 
 
I.2.4. Ciclo GS/GOGAT. 
El amonio puede provenir de la reducción de nitrato/nitrito, del propio 
metabolismo celular o del transporte directo desde el exterior. La incorporación 
de amonio a esqueletos carbonados tiene lugar a través del ciclo GS/GOGAT. 
Este ciclo consta de dos enzimas que funcionan en tándem, la glutamina 
sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT). 
La GS cataliza la incorporación de amonio a una molécula de glutamato 
para dar glutamina. Esta glutamina es usada por la GOGAT para la 
transferencia reductiva de un grupo amido al 2-oxoglutarato dando dos 
moléculas de glutamato. Una de estas moléculas se utiliza para reiniciar el ciclo 
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mientras que la otra para la síntesis de otros aminoácidos y compuestos 
nitrogenados (Hirel et al., 1984; Monza y Márquez, 2004). 
 
 
 
  
Tanto en plantas como en Chlamydomonas se han identificado diferentes 
isoformas de GS (4 en Chlamydomonas), con localización citosólica (GS1, gen 
GLN1) y cloroplástica (la mayoritaria GS2, gen GLN2). Estas enzimas podrían 
funcionar de modo compensatorio, para producir glutamato, en diferentes 
condiciones de crecimiento (autotróficas o heterotróficas) donde los donadores 
de electrones varían. Así, Fd-GOGAT es más abundante en la luz en cultivos 
sincronizados y en amonio (Cullimore y Sims, 1981; Márquez et al., 1986; 
Martínez-Rivas et al., 1991). 
Aunque el ciclo GS-GOGAT es la vía prioritaria de asimilación de amonio, 
existen otras enzimas como la glutamato deshidrogenasa (GDH) o la 
asparragina sintetasa (AS) que pueden asimilar amonio en condiciones muy 
concretas, como puede ser una fotorrespiración intensa (Lam et al., 1996) 
Cuando el aporte de nitrógeno es alto, y se sobrepasan las cantidades 
necesarias para el crecimiento y desarrollo, o bien, cuando es necesario el 
almacenamiento de nitrógeno en semillas, las plantas acumulan arginina 
(Llácer et al., 2008). De hecho, en semillas, este aminoácido constituye el 40% 
del nitrógeno mientras que en algunos bulbos constituye hasta el 90% (Monza 
y Márquez, 2004). La arginina es un aminoácido rico en nitrógeno que puede 
formar copolímeros o proteínas de almacenamiento. El hecho de que la 
arginina funcione como molécula de almacenamiento hace pensar que ésta 
podría ser un buen candidato para actuar también como molécula indicadora 
del estado nitrogenado celular. En plantas la biosíntesis de arginina está 
regulada por proteínas PII, implicadas en controlar la asimilación de nitrógeno y 
el balance N-C (Llácer et al., 2008). Además la arginina es el sustrato para la 
actividad óxido nítrico sintasa que produce citrulina y NO desde arginina. En 
Chlamydomonas este aminoácido es el único para el que existe un mecanismo 
de transporte específico (Kirk y Kirk, 1978), por lo que su papel en el alga se 
supone de una importancia destacada. 
 
 
 
L-glutamato + ATP + NH4+   L-Glutamina + ADP + Pi 
L-glutamina + 2-oxoglutarato + 2H+ + 2e-            2 L-glutamato + H2O 
Introducción 
Caracterización molecular y funcional de NRT1 de Chlamydomonas. 	  
10	  
I.3. RUTA DE ASIMILACIÓN DE NITRATO EN Chlamydomonas reinhardtii. 
Mientras que Chlamydomonas tiene una sola copia del gen que codifica la 
nitrato reductasa (NIA1 o NIT1) y nitrito reductasa (NII1), presenta una mayor 
complejidad en cuanto a los posibles transportadores de nitrato y nitrito (N/NiT).  
Con respecto a la asimilación de nitrato, Chlamydomonas cuenta con dos 
agrupaciones de genes, ambas en el cromosoma IX, y la mayoría de estos 
genes están regulados por nitrato y bajo el control del gen regulador NIT2. La 
agrupación principal está en una región de alrededor de 40 Kb, y contiene NIA1, 
NII1,  NAR1.1 (que codifica un transportador de nitrito al cloroplasto), y NAR2, 
NRT2.1, y NRT2.2 (que codifican transportadores de nitrato) (Figura I.5). 
Además, está un gen que codifica una malato deshidrogenasa dependiente de 
NADP, no regulada por NIT2, y tiene un papel importante en el suministro de 
poder reductor para la reducción de nitrato (Quesada et al, 1993, 1994, 1998a, 
b;. Gómez et al., 2002). La segunda agrupación génica contiene dos genes 
relacionados con la asimilación de nitrato, NRT2.3 (que codifica un 
transportador de nitrito) y AOX1 (que codifica una oxidasa mitocondrial 
alternativa; Quesada et al, 1998a; Rexach et al, 1999). Ambos genes están 
regulados por nitrato, pero sólo NRT2.3 está bajo el  control de NIT2. 
 
 
Figura I.5. Agrupaciones génicas de la ruta de asimilación de nitrato en Chlamydomonas. 
 
 NAR1.1 es un transportador específico de nitrito al cloroplasto (Rexach 
et al., 2000). Es de alta afinidad con una Km de aproximadamente 50 µM 
(HANiT) y es importante para el uso del nitrato y el crecimiento celular según la 
diponibilidad de  CO2 y en ciclos de luz/oscuridad (Mariscal et al., 2004; Rexach 
et al., 2000). Un segundo miembro de la familia, NAR1.2, se ha identificado 
como un transportador biespecífico de nitrito y bicarbonato. Mientras que 
NAR1.1 está controlado por el gen regulador de la asimilación de nitrato, 
NRT1.2 está regulado por el gen regulador de la asimilación de carbono CCM1 
(Mariscal et al., 2006).  
 De la familia NRT2, se han estudiado en más detalle los siguientes 
miembros: NRT2.1 que junto con NAR2 constituye un sistema de transporte de 
alta afinidad biespecífico de nitrato y nitrito. NRT2.2 que es un sistema de 
transporte de alta afinidad, específico de nitrato y que requiere también NAR2. 
NRT2.3 es un transportador de alta afinidad y específico de nitrito (Quesada et 
al., 1993, 1994, Galván et al., 1996, Rexach et al., 1999). NRT2.6 serían 
MDH NII1 NRT2.2 NRT2.1 NAR2 NIA1 NAR1.1 AOX1 NRT2.3
(MDH) (NiR) (NT) (N/NiT) (NTc) (pNiT)(NR) (AOX1) (NiT)
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posibles transportadores de nitrito (Mariscal, 2006). La identidad de NRT4 y 5 
sólo se ha propuesto in sílico y es incierto si se trata de uno o dos genes 
(Mariscal, 2006). 
Al igual que NRT2.4-5, la existencia de un NRT1 en Chlamydomonas se 
basa, hasta el momento, en el análisis bioinformático del genoma.  
 
 
I.4. EL NITRATO COMO MOLÉCULA SEÑAL Y ELEMENTOS EN LA 
SEÑALIZACIÓN. 
El nitrato es una molécula señal necesaria para encender/activar la 
expresión de genes  de su propia ruta. 
En este mecanismo de señalización, es importante distinguir: 1) ¿Quién 
es el sensor de nitrato?. 2) ¿Cuáles son los elementos que forman parte de la 
respuesta primaria?, es decir, aquellos que forman parte de la ruta de 
transducción de señales que llevan a la activación de genes regulados por 
nitrato. 3) ¿Cuáles son los elementos que forman parte de la respuesta 
secundaria?, es decir de la adaptación a las condiciones dinámicas de 
nutrientes.  
En toda esta red de señalización hay una verdadera competencia por 
definir quién es el sensor de nitrato, elemento clave de la respuesta primaria. 
Este elemento se propone que debe estar presente en la célula, es decir 
constitutivo y no requerir síntesis de novo de proteínas, además de producir 
una activación rápida, en minutos, de genes de respuesta primaria. Dentro de 
estos genes de respuesta primaria están aquellos que codifican para la nitrato 
reductasa, la nitrito reductasa o el transportador NRT2.1 (Alvarez et al., 2012).  
Muchos de estos elementos se han identificado, principalmente en planta, y se 
presentan a continuación (Rubin et al, 2009; Krouk et al, 2010, 2011; Bouguyon 
et al., 2012; Gutiérrez, 2012; Konishi y Yanagisawa, 2013; Marchive et al., 
2013). 
Dentro de estos elementos reguladores caben destacar: trasportadores 
(NRT2 y NRT1), proteínas quinasas (CIPK8 y CIPK23) y factores de 
transcripción (NIT2/NLP, SPL9,  LBD37/38/39 y ANR1).  Cada uno de estos 
elementos se describen en las Figuras I.6-1.8 en las que se presenta los 
modelos de señalización en Arabidopsis y Chlamydomonas, respectivamente. 
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I.4.1 Señalización por nitrato en Arabidopsis 
En la Figura I.6 se muestra un esquema resumen de los componentes 
reguladores conocidos que controlan la respuesta a nitrato en Arabidopsis. 
AtNRT1.1 es un transceptor, transportador y sensor de nitrato (Ho et al., 2009). 
A altas concentraciones de nitrato (Figura I.6A), por encima de 1 mM, 
AtNRT1.1 estaría desfosforilado y funciona como transportador de nitrato de 
baja afinidad. Esto daría lugar a la activación o represión de una serie de genes 
(Figura I.6).  Entre ellos estaría la proteína quinasa dependiente de calcio y 
calcineurina CIPK8, y el factor de transcripción RWP-RK NLP7. Ambos 
participan en la activación de la respuesta primaria para la expresión de genes 
de la asimilación de nitrato y el bloqueo del crecimiento de la raíz primaria. 
También, el nitrato activaría factores de transcripción como SPL9 y 
LBD37/38/39  que retroinhiben la respuesta a  nitrógeno (Krouk et al, 2010, 
2011; Rubin et al, 2009). ANR1,  el primer factor de transcripción identificado 
en respuesta a N en Arabidopsis  bloquea la elongación de raíces  secundarias 
en respuesta a altas concentraciones de nitrato (Zhang y Forde, 1998). El 
resultado de la asimilación del nitrato y formación de nitrógeno orgánico da 
lugar a una respuesta secundaria, en este caso mediada por microRNA y otros 
factores de transcripción. 
En condiciones de bajo nitrato (Figura I6.B) la proteína quinasa CIPK23, 
dependiente de calcineurina 9 fosforila AtNRT1.1 en T101, convirtiéndolo en un 
transportador de nitrato de alta afinidad y produciendo una pequeña inducción 
de la expresión del gen NRT2.1 (Ho et al., 2009). NRT2.1 es un transportador 
de nitrato de alta afinidad que también activa la señal/respuesta a nitrato.  
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Figura I.6. Esquema de señalización por nitrato en Arabidopsis. Las formas verdes 
representan factores de transcripción, las grises representan enzimas, las rosas microRNAs, y 
las marrones representan otras moléculas reguladoras. (Tomada de Gutiérrez, 2012). 
 
Los NLP (Nin Like Protein) tienen un papel clave en la señalización por 
nitrato. Son factores de transcripción  tipo RWP-RK y Arabidopsis tiene 9, todos 
ellos se unen a elementos de respuesta a nitrato de genes regulados por 
nitrato (Konishi y Yanagisawa, 2013). Recientemente se ha propuesto un 
mecanismo por el que NLP6 y NLP7 participarían en la señalización por nitrato 
(Figura I.7)  (Konishi y Yanagisawa, 2013; Marchive et al., 2013). Según este 
modelo, tanto NRT2.1 como NRT1.1 son transportadores de nitrato que 
permiten la entrada del mismo al interior celular. Este nitrato activa la 
translocación de NLP7 al núcleo, y por tanto su unión a elementos respuesta a 
nitrato en los genes regulados por nitrato. En el modelo de Arabidopsis  hay 
que señalar que los NLP se describen como constitutivos, es decir no 
regulados por nitrógeno (Konishi y Yanagisawa, 2013). 
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Figura I.7. Esquema de señalización por nitrato en el que participa  AtNLP7. Tomado de 
Marchive et al., 2013. 
 
I.4.2 Señalización por nitrato en Chlamydomonas 
Chlamydomonas reinhardtii utiliza eficientemente las formas de nitrógeno 
inorgánico amonio, nitrato y nitrito para su crecimiento. El amonio es la forma 
preferida en comparación con las formas oxidadas, debido a que su asimilación 
tiene un menor coste energético y también porque los genes que intervienen en 
la asimilación de nitrato/nitrito son reprimidos por amonio. Para asimilar nitrato 
de manera óptima, Chlamydomonas requiere la ausencia de la señal negativa 
de amonio, pero también la presencia de nitrato que funciona como una señal 
positiva (Fernández y Galván, 2008).  
NRT2.1/NAR2 tiene un papel clave en la señalización por nitrato (Llamas 
et al., 2002; Rexach et al., 2002), ya que su presencia permite a la célula sentir 
concentraciones trazas de nitrato y la expresión de genes involucrados en su 
asimilación (NIA1, NII1, NRT2.1, NRT2.3 y NAR1) (Llamas et al., 2002; Rexach 
et al., 2002). NIT2 es un factor de transcripción RWP-RK que es clave para la 
asimilación de nitrato (Camargo et al., 2007). Su expresión se regula por 
nitrógeno, negativamente en amonio y positivamente en medios sin nitrógeno. 
El nitrato intracelular es necesario para la activación de NIT2 y expresión de los 
genes de la asimilación nitrato. Recientemente se ha identificado un gen 
CrNZF1 (Nitrate Zinc Finger 1) que codifica una proteína del tipo CCCH y 
participa en la respuesta primaria a nitrato. NZF1 regula la poliadenilación de 
NIT2, permitiendo un el aumento de NIT2 y una óptima expresión de genes 
regulados por nitrato (Higuera-Sobrino et al., enviado a publicación). 
 
(Higuera-Sobrino J.J., Fernández E, Galván A. Chlamydomonas NZF1 a Tandem Repeated 
Zinc Finger Factor Involved in Nitrate Signaling by Controlling the Regulatory Gene NIT2) 
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En el esquema de la figura I.8 se marca con interrogación la participación 
de NRT1 en la señalización por nitrato en Chlamydomonas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.8. Esquema de la señalización por nitrato en Chlamydomonas. 
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Los objetivos de esta Tesis Doctoral han sido 
 
1. Clonar NRT1 de Chlamydomonas y estudiar su participación como 
transportador o sensor de la ruta de asimilación de nitrato 
 
 
2. Estudiar el papel de NRT1 en la asimilación de otras fuentes alternativas 
de nitrógeno  
 
3. La relación de NRT1 con otros transportadores NRT2 
 	  
 
 
 
 
 
 
 
AISLAMIENTO DE NRT1 DE Chlamydomonas Y EXPRESIÓN 
HETERÓLOGA en Hansenula polymorpha 
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1.1. Identificación de NRT1 en el genoma de Chlamydomonas. 
Para la identificación genes de la familia NRT1 en el genoma de 
Chlamydomonas reinhardtii, se realizó una comparación de secuencia de la 
proteína AtNRT1.1 de Arabidopsis thaliana con el genoma de Chlamydomonas 
(http://genome.jgi.org/Chlre4/Chre4.home.html). Se identificó un único gen  
localizado en el cromosoma 4 y del que se predicen dos posibles transcritos 
(Figuras 1.1A y B). 
El transcrito 1 se corresponde con la predicción del programa Augustus, y 
tendría 18 exones y 17 intrones (Figura 1.1.A). La predicción de un  segundo 
transcrito (t2) se corresponde con los 7 primeros exones. 
Con el objeto de verificar estas predicciones, se diseñaron cebadores 
para la amplificación de las correspondientes isoformas mediante PCR anidada. 
(Figura 1.1.B). Se realizaron amplificaciones sobre mezclas de cDNA de 
genotecas de Chlamydomonas obtenidas en diferentes condiciones de cultivo/ 
estrés: TAP, HS, desflagelación, nitrato, TAP+H2O2, TAP-Fe, TAP+sorbitol, 
TAP+Cd, gametogénesis y cigotos (www.chlamy.org). Estas genotecas se 
obtuvieron a partir de la estirpe cc-1690 que corresponde a la estirpe silvestre 
21gr para la asimilación de nitrato. Se realizaron dos rondas de amplificación, 
siendo Fw y T7 cebadores del vector y Up1 y Up2 cebadores específicos de 
NRT1. En este caso se amplifica una banda del tamaño esperado para NRT1. 
t1 de unas 2,7 Kb (Figura 1.1C, panel de la izquierda).  Esta banda de 
amplificación no era clara cuando se usaba mezclas cDNA de la estirpe wt 
6245c (cc-1691) en amonio, nitrato y amonio más nitrato. En el caso de la 
estirpe 6145c, las amplificaciones se realizaron con Qo y Up1, y la anidada con 
Qi y Up2 (Figura 1.1C, panel derecho). En cambio, sí se obtuvo una banda de 
1,1 Kb a la que se le denominó NRT1.t2.  
Las dos bandas de 1,1 Kb y 2,7 Kb  se clonaron en pGEM-T (Materiales y 
Métodos) y se secuenciaron, comprobándose que se trataba de las isoformas 
esperadas NRT1. t1 y NRT1. t2. La secuenciación Nrt1. t1 indicaba un ORF de 
longitud 2118 nt con un extremo 3’ sin traducir (3’UTR) de 442 nt. Según esto, 
NRT1.1 tendría 19 exones y las secuencias de ayuste que se encontraron 
coincidían, en su mayoría, con las descritas para Chlamydomonas (Breathnach 
y Chambon, 1981). La proteína deducida de Nrt1.t1 tendría 705 aminoácidos y 
la llamamos NRT1.1.  
La secuenciación del fragmento de 1,2 Kb indicaba un ORF de 729 nt que 
contenía los 7 exones primeros y cuyas secuencias de ayuste coincidían con 
las descritas para Chlamydomonas (Breathnach y Chambon, 1981). La 
proteína deducida tendría 243 aminoácidos a la que denominamos NRT1.2. 
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Figura 1.1. Aislamiento de NRT1 de Chlamydomonas. En A, se muestran las dos 
predicciones obtenidas en JGI para CrNRT1 (t1 y t2). En B, se muestra la situación de los 
cebadores utilizados en la amplificación de las dos isoformas. En C, se muestra la 
electroforesis en gel de agarosa tras la PCR anidada y enmarcados en rojo las bandas 
secuenciadas. El panel de la izquierda corresponde a las amplificaciones sobre cDNAs mezcla 
de diferentes genotecas de cDNA de la estirpe 21gr. La primera amplificación se realizó con Fw 
y Up1, y la anidada con T7 y Up2. En el panel de la derecha se empleó mezcla cDNA de la 
estirpe 6145c en amonio, nitrato y amonio mas nitrato. La primera amplificación se realizó con 
Qo y Up1, y la anidada con Qi y Up2. Las calles 2, 3. 4 y 5 se refieren a las Tª de amplificación 
que fueron de 55, 57, 59 y 61 ºC, respectivamente. 
 
 
1.2. Análisis estructural y filogenético de NRT1.  
 Se realizaron análisis informáticos de ambas proteínas: identificación de 
dominios transmembrana, identificación de residuos fosforilables y 
comparación con otras proteínas NRT1 presentes en las bases de datos.  
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Empleando el programa HMMTOP (Tusnady y Simon, 2001), para 
NRT1.1 se predice una proteína con 10 dominios transmembrana y con una 
larga región hidrofílica de 120 aminoácidos en el extremo C-terminal que 
(Figura 1.2). Los dominios TM 6 y 7 estarían separados por una región 
hidrofílica central de unos 157 aminoácidos.  
La localización celular más probable de NRT1.1 sería la membrana 
plasmática, según el programa WOLF PSORT. Utilizando el programa NetPhos 
2.0 se identifican varios posibles sitios de fosforilación en residuos de serina, 
treonina y tirosina, que podrían estar implicados en la regulación o en la 
actividad/estabilidad del transportador como ocurre en otros transportadores. 
Un ejemplo es el transportador de nitrato AtNRT1.1 (CHL1) de Arabidopsis en 
el cual la fosforilación de la treonina 101, localizada en el primer “loop” 
citoplasmático, da lugar a un cambio de baja a alta afinidad por el nitrato  (Liu y 
Tsay, 2003). En NRT1.1 de Chlamydomonas encontramos un posible sitio de 
fosforilación en la treonina 97 similar al de Arabidopsis y que se encuentra en 
el segundo loop citoplasmático (Figura 1.2). 
 
Figura 1.2. Posible topología de NRT1.1 de Chlamydomonas. El esquema se generó con la 
aplicación java TMRPres2D (Spyropoulos et al., 2004) con la predicción del programa 
HMMTOP. En rojo se muestra la treonina fosforilable conservada en NRT1.1 de Arabidopsis.  
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La proteína NRT1.2, según el programa HMMTOP,  tendría 6 dominios 
transmembrana que corresponden con los seis primeros dominios de NRT1.1. 
Por tanto, contiene la misma treonina fosforilable presente en NRT1.1 de 
Arabidopsis. La localización más probable de NRT1.2, según WOLF pSORT, 
es también la membrana plasmática (Figura 1.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3. Posible topología de NRT1.2 de Chlamydomonas. El esquema se generó con la 
aplicación java TMRPres2D (Spyropoulos et al., 2004) con la predicción del programa 
HMMTOP. En rojo la treonina fosforilable conservada en NRT1.1 de Arabidopsis.  
 
Los transportadores NRT1 tienen una distribución ubicua y están 
ampliamente representados en los genomas de plantas. Con el objeto de 
predecir la función de NRT1 de Chlamydomonas, se realizó una comparación 
con los 53 NRT1/PTR de Arabidopsis. Estos transportadores de Arabidopsis 
son proteínas con 12 dominios transmembrana, 16 de ellos han sido 
caracterizados y se les ha relacionado con el transporte de nitrato, dipéptidos, 
tripéptidos, sensing de nitrato, resistencia/sensibilidad a cadmio, clorato, etc 
(Tsay et al., 2007; Wang et al., 2012).  
La comparación de NRT1 de Chlamydomonas con los 53 NRT1/PTR de 
Arabidopsis permitió la construcción de un árbol filogenético de cuatro ramas, y 
en el que los transportadores con función conocida aparecen en tres ramas 
independientes (Figura 1.4). En una rama se encuentran los AtNRT1.1-4 que 
funcionan como transportadores de nitrato de baja afinidad. AtNRT1.1 es un 
transportador de nitrato de baja afinidad cuando no está fosforilado en T101, 
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transporta nitrato con alta afinidad cuando está fosforilado en T101 (Liu y Tsay, 
2003), y es a la vez un sensor de nitrato (Ho et al., 2009). En otra rama están 
AtNRT1.6,7 y 9, que serían transportadores de nitrato de baja afinidad y que 
distribuyen nitrato entre diferentes tejidos de la planta (Wang et al., 2012). Aquí 
también se localiza AtNAXT1 que funciona en el eflujo de nitrato en la raíz 
(Segonzac et al., 2007, Wang et al., 2012). NRT1 de Chlamydomonas está 
ubicado en otra rama junto con AtNRT1.5, AtNRT1.8 y PTR2. AtPTR2 es un 
transportador de histidina y dipéptidos (Frommer et al., 1994). AtNRT1.5 y 
AtNRT1.8 se catalogan como transportadores de nitrato de baja afinidad y 
también están relacionados con la resistencia (AtNRT1.8) /sensibilidad 
(AtNRT1.5) a cadmio (Li et al., 2010). 
Figura 1.4. Árbol filogenético de los 53 transportadores NRT1/PTR de Arabidopsis y 
NRT1 de Chlamydomonas. 
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También se realizó un alineamiento de secuencias de las proteínas 
CrNRT1, AtNRT1.1, AtNRT1.5, AtNRT1.8 y AtNAXT1 por el método ClustalW 
(Figura 1.5). En este alineamiento es de destacar: 1) que la firma 
DINHGRVDNVY que se propone para los transportadores que funcionan en el 
eflujo de nitrato como AtNAXT1 (Segonzac et al., 2007) también se encuentra 
presente en los otros transportadores NRT1 (Figura1.5). 2) que el sitio 
consenso de fosforilación en T101 de AtNRT1.1, también está presente en 
CrNRT1.1 y AtNRT1.5 y AtNRT1.8, pero está ausente en AtNAXT1. 3) La 
prolina 492 en AtNRT1.1 está conservada en los cinco transportadores 
analizados (Figura 1.5). El mutante de Arabidopsis chl1-9, afectado en P492 
mantiene el “sensing” de nitrato tanto a baja como a alta concentración, sin 
embargo está afectado en el transporte de nitrato de baja afinidad (Ho et al., 
2009). 
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Figura 1.5. Alineamiento de las secuencias de proteínas NRT1. Las proteínas comparadas 
son: CrNRT1.1, AtNRT1.1 (AEE28838.1), AtNRT1.5 (AEE31488.1), AtNRT1.8 (AEE84489.1) y 
AtNAXT1 (AEE78055.1). El alineamiento se llevó a cabo con el programa BioEdit versión 
7.0.5.3 (Hall, 1999). En rojo se enmarca el motivo de fosforilación en T101 de AtNRT1.1. En 
verde se enmarca la firma DINHGRVDNVY del transportador AtNAXT1. Con asterisco se indica 
la P492 en AtNRT1.1. 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |
CrNRT1 -------------MSRRRDGEGDQALPLIEKPAPK-KSTLLTVCPFILGNEFCERLAYYGLATNLVMYICNVMGGDPADAAIQVSVFEGTCYLTPLIGAY 86
AtNRT1.1 ----------MSLPETKSDDILLDAWDFQGRPADRSKTGGWASAAMILCIEAVERLTTLGIGVNLVTYLTGTMHLGNATAANTVTNFLGTSFMLCLLGGF 90
AtNRT1.5 MSCLEIYNKDTMKKKEGEEETRDGTVDYYGRPSIRSNSGQWVAGIVILLNQGLATLAFFGVGVNLVLFLTRVLQQNNADAANNVSKWTGTVYIFSLVGAF 100
AtNRT1.8 ---------MDQKVRQFEVCTQDGSVDRHGNPAIRANTGKWLTAILILVNQGLATLAFFGVGVNLVLFLTRVMGQDNAEAANNVSKWTGTVYIFSLLGAF 91
AtNAXT1 ---------------MASSVTGDAETAISADSSTKRRGGGWITFPFMIATLLGLTIAAWGWLLNLIVYLIEEFNVKSIAAAQIANIVSGCICMVPAVAAI 85
Consensus                                                            G   NL              AA       G           
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |
CrNRT1 LADSRWGRYHTILVFSSIYLVGMVALALTSWLPGLTPAEG--------EQANGWQLAALIGSLSVIALGTGGIKPNVSAFGADQFNEADPQDRREKESFF 178
AtNRT1.1 IADTFLGRYLTIAIFAAIQATGVSILTLSTIIPGLRPPRCNPTTSSHCEQASGIQLTVLYLALYLTALGTGGVKASVSGFGSDQFDETEPKERSKMTYFF 190
AtNRT1.5 LSDSYWGRYKTCAIFQVIFVIGLSSLSLSSYMFLIRPRGCG-DEVTPCGSHSMMEITMFYFSIYLIALGYGGYQPNIATLGADQFDEEHPKEGYSKIAFF 199
AtNRT1.8 LSDSYWGRYKTCAIFQASFVAGLMMLSLSTGALLLEPSGCG-VEDSPCKPHSTFKTVLFYLSVYLIALGYGGYQPNIATFGADQFDAEDSVEGHSKIAFF 190
AtNAXT1 ASDSFFGTIPVISVSAFISLMGVALLTLTASLDTLRPRPCE-TASILCQSPSKTQLGVLYTAITLASIGTGGTRFTLATAGANQYEKTKDQG-----SFF 179
Consensus   D   G              G   L L        P                               G GG        G  Q              FF
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |
CrNRT1 NWFYLAINVGSLIACTVIVYIQDQISWTLGFAIPAVVMCMAVLLFVAGRKVYRHVAPTESPMERVVRVVAAALHNRYIKKKGGEPRAADISSLHGGSLYA 278
AtNRT1.1 NRFFFCINVGSLLAVTVLVYVQDDVGRKWGYGICAFAIVLALSVFLAGTNRYRFKKLIGSPMTQVAAVIVAAWRN----------RKLELPADPSYLYDV 280
AtNRT1.5 SYFYLALNLGSLFSNTILGYFEDEGMWALGFWASTGSAIIGLILFLVGTPRYRYFKPTGNPLSRFCQVLVAATKK----------SSVEAPLRGREEMYD 289
AtNRT1.8 SYFYLALNLGSLFSNTVLGYFEDQGEWPLGFWASAGSAFAGLVLFLIGTPKYRHFTPRESPWSRFCQVLVAATRK----------AKIDVHHEELN-LYD 279
AtNAXT1 NWFFFTTYLAGAISATAIVYTEDNISWTLGFGLSVAANFFSFLVFVSGKRFYKHDKPLGSPFTSLLCVIFAALRK----------RKAVVSTNEKDYHNE 269
Consensus   F            T   Y  D      G              F  G   Y        P      V  AA                            
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |
CrNRT1 NGTSGGANGVNGSAAGSLGGAAAAGGVAESYLDSNDPRPGAAAAAGRRYERNMAVPMTPSMSHRWLENAITDWQTSQGTVMHLDGMAGHYTPQQVEEVKM 378
AtNRT1.1 DDIIAAEGSMK------------------------GKQKLPHTEQFRSLDKAAIRDQEAG----VTSNVFNKWTLST--------------LTDVEEVKQ 338
AtNRT1.5 GDSEGKNASVN------------------------TGRRIVHTDEFKFLDKAAYITARDLDDKKQDS--VNPWRLCP--------------VTQVEEVKC 349
AtNRT1.8 SETQYTGD-----------------------------KKILHTKGFRFLDRAAIVTPDDEAEKVESGSKYDPWRLCS--------------VTQVEEVKC 336
AtNAXT1 S-------------------------------------ITMPTKSFRFFNRAALKQEDEVK---PDGTIRNPWRLCS--------------VQQVEDFKA 315
Consensus                                                                         W                     VE  K 
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |
CrNRT1 VLRLMPVFFTTMLYWTIYTQMGSFFVQQGNLMSRDFALNVPGVSHPVTLRIPSASMSLFNTLSIILLIPVYDKIVEPFIARIRSK-----VTLLQRIGWG 473
AtNRT1.1 IVRMLPIWATCILFWTVHAQLTTLSVAQSETLDRSIGS----------FEIPPASMAVFYVGGLLLTTAVYDRVAIRLCKKLFNY--PHGLRPLQRIGLG 426
AtNRT1.5 ILRLMPIWLCTIIYSVVFTQMASLFVEQGAAMNTSVSD----------FKIPPASMSSFDILSVALFIFLYRRVLEPVANRFKKN-GSKGITELHRMGIG 438
AtNRT1.8 VLRLLPIWLCTILYSVVFTQMASLFVVQGAAMKTNIKN----------FRIPASSMSSFDILSVAFFIFAYRRFLDPLFARLNKTERNKGLTELQRMGIG 426
AtNAXT1 VIRIIPLALATIFLSTPIAMQLSLTVLQGLVMDRRLGP---------SFKIPAGSLQVITLLSTCLFIIVNDRVLYPFYQKLTGK----HLTPLQRVGIG 402
Consensus   R  P                   V Q                      IP  S                                      L R G G
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |
CrNRT1 MVLAVASMLAAAWVEAYRLRSLSKCANGNAAASADLHGDGLDGPGPGATACSLSIFWQAPQYFIVGASEVLASIGQLEFFYDQAPDVMRSCSMALQLAST 573
AtNRT1.1 LFFGSMAMAVAALVELKRLRTAHAHGPTVKTLPLG-------------------FYLLIPQYLIVGIGEALIYTGQLDFFLRECPKGMKGMSTGLLLSTL 507
AtNRT1.5 LVIAVIAMIAAGIVECYRLKYAD-KSCTHCDGSS-----------------SLSIFWQAPQYSLIGASEVFMYVGQLEFFNAQTPDGLKSFGSALCMMSM 520
AtNRT1.8 LVIAIMAMISAGIVEIHRLKNKEPESATSISSSS-----------------TLSIFWQVPQYMLIGASEVFMYVGQLEFFNSQAPTGLKSFASALCMASI 509
AtNAXT1 HAFNILSMAVTAIVEAKRLKIVQKGHFLGSSSVAD-----------------MSVLWLFPPLVIVGIGEAFHFPGNVALCYQEFPESMRSTATSITSVVI 485
Consensus        M     VE  RL                                        P     G  E     G         P               
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . |
CrNRT1 AIGSYMSGVIVWAVQVGSPTLAGRQWLPRDLNNGRLDLFFLFMATPGAPGRASSSGLPSIAEPGAAGGWPGAHAAPVVIRGGARPGAHAVPVGGAAGGAA 673
AtNRT1.1 ALGFFFSSVLVTIVEKFTG--KAHPWIADDLNKGRLYNFYWLVAVLVALNFLIFLVFSKWYVYKEKRLAEVGIELDDEPSIPMGH--------------- 590
AtNRT1.5 SMGNFVSSLLVTMVVKISTEDHMPGWIPRNLNKGHLDRFYFLLAALTSIDLVVYIACAKWYKPIQLEGKDEMQDMSDDDYDTESEEEREKDSKV------ 614
AtNRT1.8 SLGNYVSSLLVSIVMKISTTDDVHGWIPENLNKGHLERFYFLLAGLTAADFVVYLICAKWYKYIKSEASFSESVTEEEEV-------------------- 589
AtNAXT1 GICFYTSTALIDLIQRTTA------WLPDDINHGRVDNVYWILVIGGVLNLGYFLVCSWLYRYRNLKDDDHKQAANVSH--------------------- 558
Consensus       S                  W     N G                                                                  
710 720 730
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . .
CrNRT1 GEEVEPTPEELDMYGRSLAYVPPSPALPAPFR 705
AtNRT1.1 -------------------------------- 590
AtNRT1.5 -------------------------------- 614
AtNRT1.8 -------------------------------- 589
AtNAXT1 -------------------------------- 558
Consensus                                 
*	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1.3. Expresión de CrNrt1.1 en Hansenula polymorpha. 
 1.3.1. Construcción del vector de expresión. 
Para la amplificación del ORF de CrNRT1.1,  se diseñaron cebadores 
específicos en las regiones 5’ y 3’ desde el ATG de inicio al codón Stop. A las 
secuencias de estos cebadores se le añadieron la secuencias de restricción de 
las enzimas SalI y SpeI, que permitían su clonación en el vector de expresión 
pYNR para Hansenula polymorpha (Figuras 1.6 y 1.7). El ORF de CrNRT1.1 
queda bajo control del promotor de la nitrato reductasa pYNR1 y como 3´UT 
también tiene el de YNR1. La secuencia del clon resultante se comprobó por 
secuenciación y se confirmó la ausencia de errores en el ORF. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6. PCR amplificación del ORF del gen NRT1.1 de Chlamydomonas. En el primer 
carril observamos una banda nítida con un tamaño aproximado de 2,7 Kb que se corresponde 
con CrNRT1.1 junto con otras bandas no identificadas. En el segundo y tercer carril se 
cargaron controles negativos y en el cuarto carril el marcador de tamaño, 1kb. 
 
Figura 1.7. Clonación del gen CrNRT1.1 en el vector pYNR. El vector contiene el promotor, 
pYNR1, y el terminador, tYNR1, de la nitrato reductasa de Hansenula, el gen LEU2 y el gen de 
resistencia a ampicilina para su selección en bacterias. 
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 1.3.2. Transformación de la estirpe mutante de Hansenula con la 
construcción de CrNRT1.1 y fenotipo del transformante. 
La construcción antes indicada se utilizó para transformar una cepa de 
levadura Δynt1::URA3::leu2. URA3 permite la integración, mediante 
recombinación homóloga en el genoma de la levadura. Leu2 permite la 
selección de los transformantes en medios carentes de leucina. La estirpe 
Δynt1::URA3::leu2 presenta incapacidad para crecer en medios sin leucina. 
Además,  este mutante de levadura no crece bien en bajas concentraciones de 
nitrato ya que carece del transportador de alta afinidad YNT1 (Pérez et al., 
1997; Machín et al., 2004). Se ha mostrado como el transporte eficiente de 
nitrato ha sido recuperado en este mutante mediante la complementación de 
con AtNRT1.1 (Martín et al., 2008).  
Tras la transformación con la construcción de la figura 1.7 se 
seleccionaron los transformantes en medio YGNH, en ausencia de leucina. La 
presencia de CrNRT1.1 en estos transformantes se comprobó, mediante PCR 
de colonia utilizando cebadores de CrNRT1.1 (iQNrt1U, iQNrt1L) que 
amplifican unas 250pb del gen (Materiales y Métodos). De nueve 
transformantes, en siete se comprobó la presencia de cNRT1.1. Tres de estos 
transformantes (A, B y C) se utilizaron para posteriores estudios (Figura 1.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.8. PCR de colonias para comprobación de transformantes de Hansenula. Las 
calles 1 a 9 muestran el producto de amplificación de PCR de las correspondientes colonias 
transformantes de Hansenula. Se utilizaron cebadores de CrNRT1.1 (iQNrt1U, iQNrt1L) que 
amplifican unas 250 pb (Materiales y Métodos). Las 7 primeras presentaban un amplicón y se 
seleccionaron las tres primeras (A, B y C) para posteriores estudios. En la calle 10 se cargó un 
control negativo y en la 11 el marcador de tamaño, 1 Kb. 
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A continuación se realizó un análisis de crecimiento en gota en medios 
que contenían nitrato como única fuente de nitrógeno. Tanto en 0,5 como en 
2,5 mM de nitrato se observaba un buen crecimiento de la estirpe WT, el 
mutante Δynt1 crecía peor en estas condiciones, y los tres transformantes con 
CrNRT1.1 recuperaban  el crecimiento de la estirpe silvestre (Figura 1.9). Estos 
resultados sugieren que CrNRT1.1 es un transportador de nitrato.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.9. Test de crecimiento en nitrato. Diluciones seriadas de la estirpe silvestre, el 
mutante Δynt1 y los transformantes de NRT1 A, B y C se sembraron en medios con NaNO3 0,5 
y 2,5 mM como única fuente de nitrógeno. 
 
 
1.3.3. Transporte de nitrato en Hansenula. 
Hansenula polymorpha posee varios sistemas de transporte de nitrato y 
nitrito (Machín et al., 2001), pero hasta el momento sólo se ha identificado un 
único transportador de nitrato de alta afinidad, YNT1 (Pérez et al., 1997; 
Machín et al., 2004). Existe otro sistema de transporte de nitrato de baja 
afinidad aún no identificado en la levadura. Por lo tanto, un mutante Δynt1 no 
tiene capacidad para transportar nitrato cuando éste se encuentra en 
concentraciones micromolares. 
Para confirmar si CrNRT1.1 es un transportador nitrato de alta afinidad, 
comparamos el consumo de nitrato de las estirpes silvestre, WT, mutante, 
Δynt1, y el transformante A, Δynt1CrNRT1 A. Las células se cultivaron en 
medio rico YPD y se indujeron durante 90 minutos en medio mínimo sin 
nitrógeno (YG).  A continuación, se añadió 100 µM de nitrato sódico y se 
cuantificó  en el medio cada 30 minutos durante 4 horas. Como se muestra en 
la Figura 1.9, CrNRT1 complementa una actividad de transporte de nitrato en el 
mutante ynt1 de Hansenula. 
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Figura 1.10. Transporte de nitrato de alta afinidad de CrNRT1.1 en Hansenula 
polymorpha. Las estirpes son las indicadas en la Figura 1.9. La concentración de nitrato en el 
medio se determinó mediante HPLC, como se indica en Materiales y Métodos. La densidad de 
células empleada correspondía a 10 mg/ml. Este experimento se repitió 3 veces sin cambios 
significativos. 
   
1.3.4. Caracterización del transporte de nitrito de CrNRT1.1.  
Para comprobar si NRT1.1, además de nitrato, puede transportar nitrito 
con alta afinidad en Hansenula se realizó el experimento indicado en la Figura 
1.10. Las estirpes de Hansenula parental, WT, el mutante Δynt1, y las estirpes 
complementadas con CrNRT1.1, Δynt1CrNRT1 A-C, se indujeron en las 
mismas condiciones que en la Figura 1.11, en medios sin nitrógeno a pH 6,5. A 
continuación se añadió 100 µM de nitrito y se determinó su concentración en 
los medios a los tiempos indicados. 
Los resultados sugieren que CrNRT1.1 es capaz de transportar nitrito con 
alta afinidad, ya que los tres transformantes (A-C) mejoran la actividad de 
transporte del mutante. Sin embargo se observa que la estirpe mutante Δynt1 
tiene cierta actividad de transporte de nitrito en estas condiciones, al contrario 
que con nitrato (Figura 1.10). Hansenula tiene varios sistemas de transporte de 
nitrito, pero hasta el momento sólo se ha identificado YNT1 como transportador 
de alta afinidad y biespecífico de nitrato/nitrito (Pérez et al., 1997; Machín et al., 
2001; Machín et al., 2004). Aparte de éste, existirían un sistema de transporte 
de nitrato de baja afinidad y un sistema de transporte de nitrito de alta afinidad, 
aún no identificado, pero que no presenta actividad de transporte en torno a pH 
6 (Machín et al., 2004). Por ello, la estirpe silvestre de Hansenula transporta 
nitrito eficientemente entre pH 4 y 7. En cambio, el mutante Δynt1  transporta 
nitrito eficientemente sólo entre pH 4 y 5 (Machín et al., 2004). En nuestras 
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condiciones a pH 6,5, el transporte de nitrito observado en las estirpes  
Δynt1CrNRT1 A-C sería debido a CrNRT1.1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.11. Transporte de nitrito de alta afinidad de CrNRT1.1 en Hansenula polymorpha. 
Las estirpes son las indicadas en la Figura 1.9. La densidad de células empleada correspondía 
a 10 mg/ml. El experimento se repitió 3 veces sin cambios significativos. 
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2.1. Estudio de la expresión de CrNRT1. 
Los datos anteriores sugieren que NRT1 es un transportador de nitrato en 
Chlamydomonas. En un primer acercamiento para entender la función de 
CrNRT1, se llevó a cabo la cuantificación del transcrito en diferentes 
condiciones de nitrógeno. Se diseñaron cebadores entre diferentes exones y 
que pudieran amplificar/diferenciar las dos isoformas. Sin embargo, los 
cebadores indicados en la Figura 2.1 (Materiales y Métodos) son los que 
funcionaron correctamente. Estos cebadores amplificaban 250 pb del exon 6. 
Esta amplificación afecta a ambas isoformas, y por tanto se refiere como NRT1.  
 
 
 
Figura 2.1. Localización de los cebadores diseñados para la cuantificación de los 
transcritos correspondientes a CrNRT1.1 y CrNRT1.2. Los cebadores, iQNrt1U e iQNrt1L 
están diseñados entre exones 5 y 7 y amplifican un fragmento de cDNA de 250 pb, que se 
comprobó por secuenciación y es común para los dos transcritos NRT1.1 y NRT1.2. 
 
La cuantificación de NRT1 se llevó a cabo en dos estirpes silvestres para 
la asimilación de nitrato, 6145c y 21gr. También en una estirpe SIR6 que se ha 
usado anteriormente (Llamas et al., 2002) y en este trabajo para estudiar la 
señalización de nitrato, y que tiene las siguientes características. 1) Carece de 
nitrato reductasa, por lo que es útil para estudiar la señal de nitrato per se. 2) 
Tiene el transportador de nitrato de alta afinidad NRT2.1/NAR2. 3) Tiene un 
gen reportero pNIA1-ARS, que funciona como un sensor de nitrógeno ya que 
se regula positivamente por nitrato y negativamente por amonio (González-
Ballester et al., 2005). 
La cuantificación de NRT1 se llevó a cabo en diferentes condiciones de 
nitrógeno: amonio, menos nitrógeno, nitrato y nitrato mas amonio. El patrón de 
expresión era similar en las tres estirpes analizadas (Figura 2.2). Es de 
destacar que NRT1 es un gen de muy baja expresión, entre 3 y 10 veces 
menos que el gen de referencia ubiquitina ligasa. En cuanto a su patrón de 
expresión se observa que se expresa en amonio o nitrato mas amonio pero 
que la cantidad de transcrito aumenta unas 2 veces en medios sin nitrógeno o 
nitrato.  En el caso de la estirpe SIR6, que carece de nitrato reductasa, los 
niveles de NRT1 son mayores y se observa una mayor inducción en medio sin 
nitrógeno. 
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Figura 2.2. Patrón de expresión de NRT1 en las estirpes 6145c,  21gr y SIR6 de 
Chlamydomonas reinhardtii. Los cDNA se obtuvieron de células cultivadas en NH4Cl 8 mM 
(A), o inducidas en medios sin nitrógeno (-N), KNO3 4 mM (N) o KNO3 4 mM mas  NH4Cl 8 mM  
(NAm) durante 4 h. Los datos de cuantificación por RT-PCR tiempo real están expresados 
como abundancia relativa de NRT1 respecto al gen de referencia de la ubiquitina ligasa. 
 
2.2. Silenciamiento de NRT1. 
 Con el objeto de entender el papel de NRT1 en Chlamydomonas, se 
realizaron estrategias de silenciamiento de NRT1 en diferentes estirpes de 
Chlamydomonas. Se diseñaron dos estrategias de silenciamiento, 1) con una 
construcción antisentido que afectaría a los dos transcritos NRT1.1 y NRT1.2, y 
2) mediante la construcción de un microRNA, que afectaría sólo a NRT1.1. 
 
2.2.1. Estrategia antisentido. 
Se llevó a cabo el silenciamiento del gen NRT1 en Chlamydomonas 
reinhardtii empleando RNA antisentido. Esta técnica se ha usado con éxito 
para el silenciamiento de otros genes de Chlamydomonas (Schroda, 2006), 
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entre los que se encuentra un transportador de sulfato del tipo SulP (Chen y 
Melis, 2004) y  el transportador de molibdato MOT1 (Tejada et al., 2007). Esta 
técnica consiste en la expresión de un fragmento de DNA y su correspondiente 
cDNA en antisentido (Figura 2.3). 
Para elegir el fragmento de ADN se empleó el programa BLOCK-iT™ 
RNAi Designer de InvitrogenTM (http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/) 
en el cual se introdujo la secuencia de cDNA completa de CrNRT1.1. En base a 
las recomendaciones de dicho programa, se diseñaron cebadores diferentes 
para la amplificación de cDNA y DNA genómico. Para cDNA se emplearon los 
cebadores EcoRI-PZ1 y SalI-VicLow (ver tabla cebadores) y para DNA 
genómico los cebadores empleados fueron EcoRV-VicLow y SalI-PZ1. Esto 
permitía amplificar los fragmentos de 890 pb de ADN genómico desde el exón 
5 al exón 8, y 335 bp correspondiente a cDNA. Estos fragmentos se clonaron 
en orientación antisentido en el vector pSI108 con las endonucleasas de 
restricción EcoRV y EcoRI. Finalmente, se realizó una ligación triple según se 
puede observar en el esquema (Figura 2.3). 
El plásmido pSI108 está basado en el pBluescript II KS, y contiene el gen 
de resistencia a paramomicina AphVIII (Sizova et al., 2001) bajo el promotor 
del gen RbcS2 (rubisco) de Chlamydomonas, seguido de una nueva copia del 
promotor de RbcS2, de un sitio de clonación múltiple y del terminador del gen 
RbcS2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3. Esquema de la construcción del plásmido utilizado en la estrategia 
antisentido. El fragmento genómico EcoRV-SalI corresponde a 890 bp amplificado sobre DNA 
genómico, utilizando los cebadores EcoRV-VicLow y SalI-PZ1. El fragmento SalI-EcoRI 
corresponde a 335 bp amplificado sobre cDNA, utilizando los cebadores EcoRI-PZ1 y SalI-
VicLow. Ambos fragmentos se subclonaron en el vector pSpark de Canvax. Finalmente, cada 
uno de estos fragmentos eran liberados con las correspondientes enzimas de restricción y 
clonados en pSI108 mediante ligación triple. 
Genómico ADNc -EcoRIEcoRV-
SalI
5’ 5’3’ 3’
pSI108
EcoRI-EcoRV
Gen de 
resistencia a 
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Con esta construcción se transformaron dos estirpes de Chlamydomonas: 
SIR6 y D2R4. Ambas estirpes carecen de nitrato reductasa y contienen el gen 
reportero pNIA1-ARS. Sin embargo, se diferencian en que D2R4 carece del 
transportador de nitrato de alta afinidad (NRT2.1/NAR2) mientras que SIR6 lo 
contiene. La transformación de estas estirpes se llevó a cabo empleando perlas 
de vidrio y polietilenglicol (Materiales y Métodos). Los transformante se 
seleccionaron en medios con paromomicina 50 µg/ml y amonio. Las colonias, 
que aparecían tras 7 días, fueron comprobadas estriándolas de nuevo en 
medio con el antibiótico y llevando a cabo PCR de colonia con cebadores 
específicos. 
Se seleccionaron cuatro transformantes de cada estirpe, en los que se 
había comprobado la inserción de la construcción: SIT5, SIT7, SIT11, SIT14 
procedentes de la estirpe SIR6; y D2T2, D2T3, D2T11 Y D2T13 de la estirpe 
D2R4.  
Se cuantificó la expresión de NRT1 en los transformantes, SIT5 y D2T2.  
Como muestra la Figura 2.4, ambas estirpes mostraban un silenciamiento 
aproximadamente del 70% en medios con nitrato o sin nitrógeno. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4. Expresión relativa de CrNRT1 en las estirpes SIR6, SIT5 y D2R4 y D2T2. Para 
la cuantificación se empleó cDNA correspondiente  inducción de 1 h en cada uno de los medios 
indicados: sin nitrógeno (Sin N), con nitrato potásico 100 µM (N 100 µM), 10 mM (N 10 mM), 
cloruro amónico 10 mM (A 10mM) y nitrato amónico 10 mM (N+A 10mM). Estos datos de RT-
PCR tiempo real están expresados como abundancia relativa respecto al gen de referencia 
ubiquitina ligasa. 
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2.2.2. Silenciamiento de NRT1.1 mediante microRNA. 
Esta estrategia se basa en el silenciamiento específico de genes 
mediante microRNA publicado por Molnar et al., 2009, y consiste en formar una 
horquilla con una secuencia específica del gen que se quiere silenciar, para dar 
lugar a microRNA que provoque ese silenciamiento. Para ello se diseñaron 
oligonucleótidos de 90 nt, N11For y N11Rev, que formaban una horquilla y 
contenían una secuencia de 21 nucleótidos específica del gen NRT1. Estos 21 
nt están al final del exón 7 y serían específicos de NRT1.1.  El diseño de los 
oligonucleótidos se llevó a cabo mediante el programa WMD3 Web MicroRNA 
Designer (http://wmd3.weigelworld.org/cgi-
bin/webapp.cgi?page=Home;project=stdwmd). Estos oligonucleótidos permiten 
formar DNA de doble cadena que se digiere con SpeI para su posterior 
clonación en el vector pChlamiRNA3 (Figura 2.5, otros detalles en Materiales y 
Métodos). 
 
 
Figura 2.5. Vector de clonación utilizado para el silenciamiento de NRT1.1 mediante 
microRNA. El oligonucleótido de doble cadena formado por N11For y N11Rev se digirió con 
SpeI para su posterior clonación en el vector pChlamiRNA3 en SpeI, quedando bajo control del 
PSAD promotor y terminador. Este vector contiene además el gen de resistencia a 
paromomicina que permite la selección de los transformantes. 
 
Con esta construcción se transformaron las estirpes de  Chlamydomonas 
704 y SIR6. La estirpe 704 es una estirpe silvestre para la asimilación de nitrato 
y contiene el gen reportero pNIA1-ARS (González-Ballester et al., 2005). Los 
transformantes se seleccionaron en medios con paromomicina. Se 
seleccionaron seis transformantes de cada una de las estirpes. El 
silenciamiento de NRT1.1 se cuantificó en los transformantes ami de la estirpe 
704 (Figura 2.6). Todos ellos, en distinto grado, habían silenciado el gen. De 
estos, seleccionamos para posteriores estudios 704ami2, 704ami3, 704ami4l. 
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Figura 2.6. Expresión relativa de CrNRT1.1 en la estirpe parental 704 y las estirpes 
silenciadas con microRNA. Los datos de RT-PCR tiempo real están expresados como 
abundancia relativa respecto al gen constitutivo de la ubiquitina ligasa. Los cDNA se aislaron 
de las correspondientes estirpes inducidas en medios sin nitrógeno. 
 
2.3. El silenciamiento de CrNRT1 lleva a una sobreseñalización por nitrato. 
Con el fin de comprobar si hay una señalización por nitrato diferente en 
las estirpes parentales (SIR6, D2R4 y 704) y aquellas en las que se ha 
silenciado NRT1, se determinó la actividad del sensor pNIA1-ARS. 
Se cultivaron las células en medio líquido con amonio 8 mM. 
Posteriormente  se pusieron gotas (25 µg chl/ml) de cada estirpe en placas de 
cultivo con diferentes fuentes de nitrógeno. Tras 24 horas en la cámara de 
cultivo a 24ºC y con luz intensa, se procedió a determinar la actividad ARS in 
situ (Materiales y Métodos). En la Figura 2.7 se muestran los resultados de las 
estirpes parentales SIR6 y D2R4, y sus correspondientes transformantes en los 
que se había silenciado NRT1. Los resultados a destacar son: 1) Ninguna de 
las estirpes ensayadas dio actividad ARS en medios con amonio. 2) La 
presencia del sistema de transporte de alta afinidad NRT2.1/NAR2 permitía 
una señalización eficiente de nitrato, incluso con concentraciones trazas en los 
medios sin nitrógeno. 3) En las estirpes que carecen de NRT2.1/NAR2, pero 
tienen otros sistemas de baja afinidad para el nitrato (estirpe D2R4), la 
señalización positiva es eficiente con concentraciones altas de nitrato (4 mM). 
4) El silenciamiento de NRT1 no tiene efecto en esta señalización positiva por 
nitrato ni en aquellas que derivan de SIR6 ni de D2R4. 5) Sin embargo, en 
medios con nitrato mas amonio, condición en la que no hay actividad ARS en 
las estirpes parentales, los mutantes silenciados de NRT1 sí que muestran 
actividad ARS. En la Figura 2.7B se muestra con mas detalle la actividad ARS 
en medios con amonio y nitrato en la que hay diluciones seriadas de los 
correspondientes cultivos.  
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Figura 2.7. Actividad pNIA1-ARS de las estirpes parentales y de aquellas en las que 
NRT1 está silenciado en diferentes condiciones de nitrógeno. SIR6 es la estirpe parental 
de los transformantes  SIT5, SIT7, SIT11 y SIT17 (todos poseen el sistema de transporte de 
alta afinidad de nitrato NRT2.1/NAR2). D2R4  es la estirpe parental de los transformantes D2T2, 
D2T3, D2T11 y D2T13 (todos carecen del sistema de transporte de alta afinidad). Las 
correspondientes estirpes se incubaron a una misma densidad de células durante 24 h en los 
medios indicados. A, diferentes condiciones de nitrógeno. B, en medios con nitrato amónico 10 
mM y realizando  diluciones seriadas. 
 
 En la Figura 2.8 se muestra la actividad pNIA1-ARS en diferentes 
concentraciones de nitrato. Como se ha indicado anteriormente, en amonio no 
hay actividad ARS. En medios sin nitrógeno, las estirpes que poseen el sistema 
I de transporte de nitrato de alta afinidad (NRT2.1/NAR2) presentan una alta 
actividad ARS y, con este sistema de tinción, no se observan diferencias 
significativas con las correspondientes estirpes que poseen NRT1 silenciado. A 
partir de 1 mM de nitrato, las estirpes que carecen del sistema I de transporte 
muestran alta actividad ARS. Tampoco aquí se observan, aparentemente, 
diferencias con las estirpes que tienen NRT1 silenciado. 
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Figura 2.8. Actividad pNIA1-ARS de las estirpes parentales y aquellas en las que NRT1 
está silenciado a diferentes concentraciones de nitrato. SIR6 es la estirpe parental de los 
transformantes  SIT5, SIT7, SIT11 y SIT17 (todos poseen el sistema de transporte de alta 
afinidad de nitrato NRT2.1/NAR2). D2R4  es la estirpe parental de los transformantes D2T2, 
D2T3, D2T11 y D2T13 (todos carecen del sistema de transporte de alta afinidad). Las 
correspondientes estirpes se incubaron a una misma densidad de células durante 24 h en los 
medios indicados. 
 
A continuación se cuantificó de forma más precisa la actividad pNIA1-ARS 
en células cultivadas en medios líquidos, mediante la conversión de 
paranitrofenilsulfato a paranitrofenol (Materiales y Métodos). Esta cuantificación 
se realizó en las estirpes SIR6 y SIT5, ya que es la que mejor fenotipo 
presentaba. Estas estirpes se cultivaron en medios con amonio, se lavaron y se 
indujeron durante 4 h en diferentes condiciones de nitrógeno: sin fuente de 
nitrógeno añadida, con nitrato potásico 100 µM, cloruro amónico 10 mM, y  
nitrato amónico 10 mM. En los correspondientes extractos de llevó a cabo la 
reacción con paranitrofenilsulfato. Los resultados que se muestran en la Figura 
2.9 indican que el silenciamiento de NRT1  en la estirpe SIT5 da lugar a una 
mayor señalización positiva, del orden de tres veces, tanto en concentraciones 
trazas de nitrato como con 0,1 mM nitrato. Si bien en medios con nitrato mas 
amonio las actividad pNIA1-ARS es muy baja, en SIT5 se observa un aumento 
también de unas tres veces, con respecto a su estirpe parental.  
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Figura 2.9. Cuantificación de la actividad pNIA1-ARS en medio líquido de las estirpes 
SIR6 y SIT5 en diferentes condiciones. Se representa la actividad ARS  tras 4 h de inducción 
en los medios indicados. 
 
Según estos datos, el sistema de transporte de alta afinidad de nitrato 
NRT2.1/NAR2 es necesario para una eficiente señalización positiva, resultado 
de la acumulación del ión dentro de la célula y que lleva a la activación del 
reportero pNIA1-ARS. Puesto que el silenciamiento de NRT1 da lugar a una 
mayor actividad en todas las condiciones en las que hay nitrato (-N, nitrato y 
nitrato más amonio), esto significaría que estas estirpes acumulan mas nitrato 
intracelular. 
 
2.4. Efecto de NRT1 en la acumulación de nitrato intracelular. 
Para comprobar que el silenciamiento de NRT1 da lugar a mayor 
acumulación de nitrato,  se procedió a su cuantificación en las estirpes SIR6 y 
SIT5. Estas estirpes poseen el sistema I de transporte de nitrato de alta 
afinidad así que podíamos utilizar bajas concentraciones de nitrato (100 µM). 
Además carecen de nitrato reductasa, por lo que el nitrato no puede ser 
reducido a nitrito y su acumulación es mayor (Quesada et al., 1993).  
Como muestra la Figura 2.10, la estirpe SIT5 acumula mas nitrato 
intracelular que la estirpe parental SIR6 después de 4 h en nitrato 100 µM. 
 
 
Actividad pNIA-ARS
Sin
 N
N 
0.1
mM
Am
 10
mM
NA
m 
10
mM
0
5
10
15
20
25
SIR6
SIT5
U
/m
g 
cl
or
of
ila ARS Am y NAm
Am 10mM NAm 10mM
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
U
/m
g 
cl
or
of
ila
Resultados    
Caracterización molecular y funcional de NRT1 de Chlamydomonas. 	  
40	  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.10. Nitrato intracelular en las estirpes SIR6 y SIT5 de Chlamydomonas. Se 
determinó la concentración de nitrato intracelular tras 4 h de inducción en 100 µM de nitrato 
potásico en condiciones de alto CO2, con burbujeo del 5%. 
 
 
2.5. CrNRT1 activa el eflujo de nitrato en presencia de amonio. 
La sobreexpresión de la actividad pNIA1-ARS en medios con amonio más 
nitrato, en las estirpes en las que se ha silenciado NRT1, sugiere que NRT1 
podría participar en el eflujo de nitrato. Este eflujo de nitrato se activaría en 
respuesta a la señal de amonio, una señal negativa para la reducción y 
asimilación de nitrato en Chlamydomonas (Fernández y Galván, 2008). 
Con el objeto de determinar que NRT1 participa en el eflujo de nitrato, se 
realizó el experimento indicado en la Figura 2.11. Se cultivaron las  estirpes 
SIR6 y SIT5 en medio mínimo amonio 8 mM, se lavaron con medio sin 
nitrógeno y se pasaron a medios con nitrato 100 µM. Tras 4 h de incubación, 
para permitir que acumularan nitrato, se añadió amonio 1 mM y se tomaron 
muestras para determinar el nitrato intracelular a los 0, 10, 20, 30, 45 y 60 
minutos. A tiempo inicial, la estirpe SIT5 acumula mas nitrato intracelular que la 
estirpe parental SIR6, como se indica en la Figura 2.11. Tras añadir amonio, se 
observa una disminución del nitrato intracelular en ambas estirpes, compatible 
con una actividad de eflujo de nitrato. Sin embargo, el patrón es diferente si 
NRT1 está  o no silenciado. Si NRT1 no está silenciado, el nitrato intracelular 
disminuye con el tiempo, hasta un 40% del valor inicial a los 20 min. Luego, se 
va recuperando y alcanza el valor inicial a los 45 min. Si NRT1 está silenciado, 
la caída del nitrato intracelular es menor, hasta un 60% del valor inicial a los 10 
min. Luego, también se recupera y sobrepasa el valor inicial a los 60 min. 
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Figura 2.11. Eflujo de nitrato en presencia de amonio en las estirpes SIR6 y SIT5. Las 
estirpes indicadas se incubaron en nitrato 100 µM durante 4 h. Tras añadir 1 mM amonio, se 
tomaron muestras para la determinación de nitrato intracelular a los tiempos indicados. Se 
tomaron muestras de 100 ml de cultivo, se recogieron las células por centrifugación,  se lavaron 
dos veces con tampón fosfato 20 mM pH7,5 frío y se congelaron a -80ºC hasta su tratamiento. 
Posteriormente se descongelaron las muestras y el nitrato fue determinado mediante HPLC 
(Materiales y Métodos).  
 
 
2.6. Silenciamiento de NRT1.1 en una estirpe capaz de asimilar nitrato. 
Hasta ahora, los datos mostrados corresponden al silenciamiento de 
NRT1 en estirpes de Chlamydomonas que carecen de nitrato reductasa y por 
tanto susceptibles de acumular nitrato. La pregunta ahora es: ¿cuál es el 
fenotipo al silenciar NRT1 en una estirpe capaz de asimilar nitrato?. 
En la Figura 2.12 se muestra la actividad del sensor pNIA1-ARS de la 
estirpe 704 y sus correspondientes NRT1.1 silenciados. Ahora, no se observa 
una sobreexpresión de la actividad pNIA1-ARS en medios con nitrato más 
amonio. Sin embargo, en medios con nitrato, tanto a bajas, 4 mM, como a altas 
concentraciones, 40 mM, se observa una sobreexpresión del reportero en las 
estirpes que tienen NRT1.1 silenciado. De nuevo, este fenotipo es compatible 
con el papel de NRT1 en el eflujo de nitrato, ahora crítico cuando la 
concentración de nitrato es alta y excede la capacidad de asimilarlo.  
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Figura 2.12. Actividad pNIA1-ARS en estirpe que asimilan nitrato 704 y sus 
correspondientes NRT1.1 silenciados 704ami.  
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NRT1 REGULA LA ASIMILACIÓN DE OTRAS FUENTES DE 
NITRÓGENO ALTERNATIVAS en Chlamydomonas 
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3.1. Efecto de NRT1 en el crecimiento con fuentes de nitrógeno 
alternativas. 
Además del nitrógeno inorgánico, amonio, nitrato y nitrito, 
Chlamydomonas puede utilizar fuentes de nitrógeno orgánico como son urea, 
aminoácidos y bases nitrogenadas (Fernández y Galván, 2008; Fernández et 
al., 2009).  El amonio siempre es la fuente preferente y reprime la asimilación 
de cualquier otra forma de nitrógeno. La asimilación de nitrato/nitrito requiere, 
además de la ausencia del represor amonio,  la presencia del inductor nitrato. 
La expresión de genes y transporte de fuentes alternativas como urea, 
aminoácidos y bases nitrogenada, se produce en ausencia de nitrógeno.  
De los aminoácidos, sólo la arginina es transportada como tal a través de 
un transportador no identificado (Kirk y Kirk, 1978). En el interior celular, es 
desaminado a citrulina y amonio por una arginina deiminasa (Figura 3.1). El 
resto de los aminoácidos son desaminados en el espacio periplásmico  por una 
L-aminoácido oxidasa (LAO1) (Vallon et al., 1993; Vallon y Wollman, 1997), 
dando el correspondiente oxoácido y amonio. El amonio generado es usado 
como fuente de nitrógeno, mientras que el oxoácido se acumula en el medio 
(Muñoz-Blanco et al., 1990). 
Figura 3.1. Asimilación de compuestos de nitrógeno orgánico en Chlamydomonas. 
Tomado de Chamydomonas sourcebook (Fernández et al., 2009). LAO1, aminoácido oxidasa; 
ADI, arginina deiminasa; GDH, glutamato deshidrogenasa; GS, glutamina sintetasa; GOGAT, 
glutamato oxoglutarato amidotransferasa; AH, alofanato hidrolasa; UC, urea carboxilasa; ADA, 
adenina desaminasa; GDA, guanina desaminasa; XDH, xantina deshidrogenasa; UO, urato 
oxidasa; AN, alantoinasa; AC, alantoicasa. Los asteriscos indican el requerimiento de poder 
reductor. 
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En Chlamydomonas, algunos de los genes para la asimilación urea y 
arginina se localizan en el cromosoma 8 (Figura 3.2). En este agrupamiento 
génico se encuentra en primer lugar una urea carboxilasa, DUR1, encargada 
de la carboxilación de la urea para producir alofanato que posteriormente será 
hidrolizado, por la alofanato hidrolasa, DUR2, para dar lugar a amoníaco y 
dióxido de carbono A continuación se encuentran dos transportadores activos 
de urea, DUR3A y DUR3B, encargados de la entrada de la urea al interior 
celular. Finalmente se encuentra una arginina deiminasa, ADI1, encargada de 
producir citrulina a partir de arginina. Esta agrupación génica sugiere una 
regulación común y de hecho, datos de microarray han mostrado que estos 
genes, así como otros de la asimilación de xantina, se inducen en medios sin 
nitrógeno (Miller et al., 2010). 
 
 
Figura 3.2. Agrupación de genes de la asimilación de urea y arginina en Chlamydomonas. 
DUR1, urea descarboxilasa; DUR2, alofanato liasa; DUR3A y DUR3B, transportadores de urea; 
ADI1, arginina deiminasa.  Estos genes se localizan en el cromosoma 8. Tomado de 
Chamydomonas sourcebook (Fernández et al., 2009). 
  
Los transportadores NRT1/PTR de Arabidopsis thaliana que han sido 
funcionalmente analizados por su actividad de transporte se ha descrito que 
participan en: i) el influjo de nitrato, NRT1.2, 1.4, 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9 (Wang et al., 
2012; Léran et al., 2013), ii) en el eflujo de nitrato, NAXT1 (Segonzac et al., 
2007), iii) transportadores bidireccionales de nitrato que participan en el 
influjo/eflujo, NRT1.1 y NRT1.5 iv) el transporte de dipéptidos, PTR1, 2, 3 y 5, o 
transporte de histidina y dipéptidos (Frommer et al., 1994) v)  el transporte de 
ácido abscísico además de nitrato (Kanno et al., 2012; Boursiac et al., 2013), y 
(vi) el transporte de glucosinato, GTR1 y GTR2 (Nour-Eldin et al., 2012).  
Además NRT1.5 y NRT1.8 están relacionados con la 
resistencia/sensibilidad a cadmio. Los mutantes nrt1.5 son resistentes a Cd 
mientras que los mutantes nrt1.8 son sensibles a cadmio (Li et al., 2010). 
También NRT1.1 se relaciona con la toxicidad a amonio a bajo pH (Hachiya y  
Noguchi, 2011). 
Con el objeto de determinar si NRT1 de Chlamydomonas participa en el 
transporte de otros compuestos de nitrógeno, se determinó los “tests” de 
crecimiento, en placas, indicados en la Figuras 3.3 y 3.4.  Comparando las 
estirpes parentales con aquellas que tienen NRT1 silenciado se obtuvieron los 
siguientes resultados: 
DUR1 DUR2 DUR3A DUR3B ADI1
(UC) (AHase) (Utr) (Utr) (ADI)
!"#$% !"#&% !"#'(% !"#')% (!*$%
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1) Aparentemente no hay diferencias de crecimiento en amonio 2 
mM, 4 mM  u 8 mM  a pH usual de los medios de cultivo (pH 7), ni 
tampoco a pH 8,5. Sin embargo, a pH 5,1, el silenciamiento de  
NRT1 confiere toxicidad a amonio. Esta toxicidad es 
independiente de la presencia de nitrato. 
2) No se observaban diferencias en el crecimiento con nitrito 1 y 2 
mM. Tampoco en el crecimiento en amonio más manitol. 
3) El crecimiento con lisina o hipoxantina era muy pobre en ambos 
tipo de estirpes y no se aprecia diferencias de crecimiento. 
4) El silenciamiento de NRT1 da lugar a un menor crecimiento en 
medios con arginina o urea. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3. Efecto de NRT1 en el crecimiento en diferentes fuentes de nitrógeno en placa. 
Cuando no se indica, el pH de los medios es, pH 7. 
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Figura 3.4. Test de crecimiento en fuentes de nitrógeno en las que no se observa efecto 
de NRT1. Cuando no se indica, el pH de los medios es, pH 7. 
 
A continuación, se procedió a cuantificar el crecimiento en medios mínimo 
líquido con urea, con y sin nitrato, usando el crecimiento en amonio como 
control (Figuras 3.5 y 3.6).  En estas condiciones se comprueba que:  
- Las estirpes parentales SIR6 y D2R4 y sus correspondientes 
estirpes antisentido crecen igual en medios con amonio 10 mM.  
- El crecimiento en medios con urea, como única fuente de 
nitrógeno, es igual en SIR6 y SIT5. Pero es mejor en la estirpe 
parental D2R4 que en su correspondiente transformante, D2T2, 
que creció un 70% menos a las 96h.  
- En presencia de urea como fuente de nitrógeno más nitrato100 µM, 
que no se puede asimilar, el crecimiento disminuye tanto en las 
estirpes parentales como en las que tienen NRT1.1 silenciado. 
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Esta deficiencia en el crecimiento es aún más marcada en las 
estirpes antisentido, que prácticamente no presentan crecimiento 
tras 96 h. 
 
 
Figura 3.5. Test de crecimiento en medio líquido de las estirpes SIR6 y SIT5 en diferentes 
fuentes de nitrógeno. Se midió la clorofila de las muestras tomadas cada 24 h durante 4 días. 
Se parte de una clorofila inicial de 0,3 µg/ml. 
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Figura 3.6. Crecimiento en medio líquido de las estirpes D2R4 y D2T2 en diferentes 
fuentes de nitrógeno. Se midió la clorofila de las muestras tomadas cada 24h durante 4 días. 
Se parte de una clorofila inicial de 0,3 µg/ml. 
 
Para comprobar el crecimiento en medios líquidos con arginina y lisina 
como única fuente de nitrógeno se emplearon medios con acetato, ya que éste 
es requerido para la inducción de la actividad deiminasa (Muñoz-Blanco et al., 
1990). La arginina, como se ha comentado anteriormente, posee 
transportadores propios que permiten su entrada en la célula, dónde una 
arginina deiminasa la convierte en citrulina. Pero el resto de aminoácidos son 
desaminados en el exterior celular, quedando allí el oxoácido, y el amonio 
generado en esta reacción es transportado al interior celular. La enzima 
encargada de esta desaminación en el exterior celular no se induce en medios 
burbujeados con CO2, pero sí en medios en los que la fuente de carbono es 
acetato (Muñoz-Blanco et al., 1990). 
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Figura 3.7. Crecimiento en medio líquido TAP de las estirpes D2R4 y D2T2. Se midió la 
clorofila de las muestras tomadas cada 24h durante 5 días. Se parte de una clorofila inicial de 
0,3 µg/ml. 
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Para estudiar el crecimiento en estas condiciones se emplearon la estirpe 
parental D2R4 y su transformante D2T2. Según los resultados obtenidos 
(Figura 3.7) se pudo comprobar que: 
- En medios con amonio 10 mM el crecimiento había sido similar en 
ambas estirpes. En urea 2 mM no se observaron tampoco 
diferencias significativas en el crecimiento en este medio TAP. 
- Si el medio con urea 2 mM es suplementado con nitrato 100 µM, sí 
se observa un retraso en el crecimiento de la estirpe con NRT1.1 
silenciado, D2T2, frente a la estirpe parental. 
- En medio con ariginina 4 mM también se observa una diferencia 
de crecimiento significativa, creciendo la estirpe D2T2 
aproximadamente un 30% menos que la estirpe parental. 
- En medio con lisina 4 mM ninguna de las dos estirpes crece 
eficientemente, siendo aún menor este crecimiento en la D2T2. 
 
3.2. Actividad pNIA1-ARS en fuentes alternativas de nitrógeno y efecto de 
NRT1. 
 Se determinó la actividad pNIA1-ARS en placa, de las estirpes D2R4 y 
sus correspondientes antisentidos, en urea o arginina, como fuentes 
alternativas de nitrógeno. Los resultados, mostrados en la Figura 3.8, indican 
que la actividad pNIA1-ARS depende de la presencia de nitrato en el medio y 
que el silenciamiento de NRT1 da lugar a la sobreexpresión del sensor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8. Actividad arilsulfatasa en medio con urea, arginina y lisina con y sin nitrato. 
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3.3. Transporte de urea. 
Se procedió a determinar el consumo de urea en las estirpes parentales 
SIR6 y D2R4 junto con sus correspondientes antisentidos SIT5 y D2T2. Para 
ello se crecieron las células en medio mínimo con amonio 8 mM, se lavaron 
dos veces con medio mínimo sin nitrógeno y se indujeron en el mismo medio 
sin nitrógeno durante 4 h. Finalmente, se añadió 200 µM de urea a los medios 
y se cuantificó la concentración de urea a los tiempos indicados (Figura 3.9). 
Se observa una disminución en el consumo de urea en las estirpes con NRT1 
silenciado, respecto a su respectiva estirpe parental. 
 
Figura 3.9. Transporte de urea en las estirpes SIR6, SIT5, D2R4 y D2T2. La actividad de 
transporte se determinó en células previamente inducidas en medio sin nitrógeno durante 4 h. 
Tras añadir urea 200 µM, se cuantificó la concentración de urea en el medio a los tiempos 
indicados (ver Materiales y Métodos). El experimento se llevó a cabo con una densidad de 
células equivalente a 10 µg/ml de clorofila. 
 
3.4. Expresión de genes de la ruta de asimilación de urea. 
Una vez comprobadas las deficiencias tanto en el crecimiento como en el 
transporte en urea, se procedió a estudiar la expresión relativa de algunos de 
los genes implicados en dicha ruta y que se encontraban dentro de la misma 
agrupación génica (Figura 3.2). Para ello se crecieron las estirpes SIR6 y su 
antisentido SIT5 en medio mínimo con 8 mM, se lavaron dos veces en medio 
sin nitrógeno, y se indujeron 4 h en medios sin y con nitrato potásico 100 µM.  
Se midió la expresión relativa de dos de los genes implicados en la ruta 
de asimilación de urea: DUR3A, transportador de urea, y DUR1, urea 
carboxilasa, empleando los cebadores UpDUR1 y LowDUR1 (Materiales y 
Métodos). 
 Se comprobó que la expresión de ambos genes está disminuida cuando 
NRT1 está silenciado. En el caso del transportador DUR3A, el nitrato per se, ya 
que no se puede asimilar, disminuye significativamente su expresión (Figura 
3.10). 
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Figura 3.10. Expresión relativa de los genes DUR3A y DUR1 en las estirpes SIR6 y SIT5 
de Chlamydomonas. La cuantificación de DUR3A y DUR1 se realizó mediante RT-PCR 
tiempo real. Los cebadores empleados fueron UpDUR3A y LowDUR3A; UpDUR1 y LowDUR1.  
Los datos están expresados como abundancia relativa respecto al gen de referencia ubiquitina 
ligasa. 
DUR3A
Sin
 N
N 
0.1
mM
0
2
4
6
8
SIR6
SIT5
4h
Ex
pr
es
ió
n 
re
la
tiv
a
DUR1
Sin
 N
N 
0.1
mM
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
SIR6
SIT5
4h
 	  
 
 
 
 
 
 
 
NRT2.4 DE Chlamydomonas reinhardtii. CLONACIÓN Y 
EXPRESIÓN EN Hansenula polymorpha 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 

Resultados 
Caracterización molecular y funcional de NRT1 de Chlamydomonas. 	  
53	  
 
4.1. NRT2.4 de Chlamydomonas. 
Como se ha indicado en la introducción, en el genoma de 
Chlamydomonas existen seis genes de la familia NRT2 (NRT2.1-6) (Fernández 
y Galván 2008). De éstos sólo NRT2.1 y NRT2.2 son transportadores de nitrato 
de alta afinidad y requieren un segundo componente NAR2. El resto de 
transportadores, NRT2.3-6 se propone que transportan nitrito con alta afinidad. 
Dentro de esta familia génica, NRT4-5 tiene un especial interés por varias 
razones: 
1) Podrían dar lugar a proteínas NRT2 con seis dominios 
transmembrana. NRT2.4-5 se encuentra en el cromosoma III y 
existen varias predicciones de su estructura, que según las 
versiones de JGI de Chlamydomonas han ido cambiando (Figura 
4.1). Esta región genómica ha sido objetivo en una Tesis 
Doctoral anterior (Mariscal V, 2006). Algunas predicciones 
(Genscan y GenMark) permitían proponer dos genes que 
codificarían dos proteínas con seis dominios, cada una, NRT2.4 
y NRT2.5. Otros modelos permiten proponer una sola proteína 
muy diferente a los NRT2. O bien, una proteína con 12 dominios 
transmembrana en el que se conservan las características de los 
transportadores NRT2. Esta última se denominaría NRT2.4-5 y 
es la que se indica en un recuadro en la Figura 4.1. 
En estos estudios anteriores (Mariscal V, 2006) se trataron de 
verificar estos modelos. Se diseñaron cebadores que permitieran 
amplificar cDNAs completos de NRT2.4, NRT2.5 o NRT2.4-5. 
Estas amplificaciones fueron infructuosas. Sólo utilizando 
cebadores, entre exones y en regiones muy conservadas, se 
lograron amplificar bandas de 130 pb en la región Nrt2.5 y 200 
pb en la región Nrt2.4 (Figura 4.1.C). La secuenciación de estas 
bandas corroboraba que se trataban de cDNAs y se 
correspondían con las regiones indicadas. Sin embargo, no se 
pudo confirmar si se trataba de uno o dos genes, por ello se 
denominó NRT2.4-5. 
2) Su expresión parece constitutiva y no está bajo control de 
NIT2. La expresión de este NRT2.4-5  se describió como 
constitutiva, es decir, no varía significativamente con la fuente de 
nitrógeno, y no está bajo control del gen regulador NIT2. 
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Figura 4.1. Análisis de la región genómica en la que se encuentra el gen NRT2.4-5. A) 
Región de 11 Kb en el cromosoma III donde se indican las predicciones para los genes NRT2.4, 
NRT2.5 y NRT2.4-5, esta última mostrada en un recuadro. B) Predicción de dominios 
transmembrana de la posible proteína NRT2.4-5 , analizada con el programa TMHMM. C) 
Localización de los cebadores utilizados y la amplificación mediante PCR. 4U, iQNRT4U; 4L, 
iQNRT4L; 5U, iQNRT5U; 5L, iQNRT5L. Imagen tomada de Tesis Doctoral de Mariscal, V 
(Mariscal V, 2006). 
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 En este trabajo se ha vuelto a abordar el estudio de estos genes con los 
siguientes objetivos: i) clonación de los correspondientes cDNA completos, 
secuenciación y comprobación de si son proteínas NRT2 con seis dominios 
transmembrana y ii) expresión en Hansenula polymorpha para determinar si es 
un transportador de nitrito. 
Se ha comprobado la existencia de un transcrito poliadenilado de NRT2.5, 
cuya secuenciación demuestra un cDNA que codifica una proteína NRT2 de 
seis dominios transmembrana (Higuera J, datos no publicados).  
Aquí se muestran los resultados obtenidos con NRT2.4. Según las 
predicciones para NRT2.4, existía un claro codón de parada TGA en el último 
exón, pero varios ATG de inicio, uno en un posible primer exón y dos en el 
primer intrón (predicción Augustus au5.g10161_t1). Se diseñaron cebadores en 
los posibles ATG de inicio 1 y 3, y se usaron para amplificaciones de cDNA, 
utilizando como molde cDNA obtenido de la estirpe 704 inducida en medio sin 
nitrógeno (Materiales y Métodos, Figura 4.2). Sólo los cebadores Nrt2.4ATG1-
SalI y Nrt2.4TGA-SpeI daban bandas de amplificación. Se clonó la banda 
indicada con asterisco (Figura 4.2) en SalI – SpeI en el vector de levadura y se 
comprobó el producto por secuenciación. 
 
 
Figura 4.2. Predicciones de exones en NRT2.4 y amplificación de su cDNA. A) esquema 
para la organización de exones/intrones en NRT2.4 modelo Augustus (au5.g10161_t1). Con * 
se indican las posiciones de posibles ATG de inicio y ← indica la posición de los cebadores 
utilizados. B) Bandas de amplificación con los cebadores ATG1 y TGA. Las calles 1 y 2 
corresponden a amplificaciones realizadas a 67,9ºC, 69,6ºC y 3 a un control sin DNA. Con * se 
indica la banda clonada en el vector de expresión en levadura. 
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4.2. Análisis de la proteína deducida de CrNRT2.4. 
El ORF aislado de NRT2.4 era de 1272 nt  y codificaría una proteína de 
426 aminoácidos con 6 dominios transmembrana. Además, tendría dos largas 
regiones hidrofílicas de 150 aminoácidos en el extremo N-terminal y otra de 
100 aminoácidos en el extremo C-terminal (programa HMMTOP, Tusnady y 
Simon, 2001). 
 
Figura 4.3. Posible topología de NRT2.4 de Chlamydomonas. El esquema se generó con la 
aplicación java TMRPres2D (Spyropoulos et al., 2004) con la predicción del programa 
HMMTOP. Sombreada en rojo se indica la secuencia altamente conservada en los NRT2 de los 
organismos fotosintéticos, NNP2. 
 
Los transportadores de la familia NRT2, también denominada NNP 
(Nitrate Nitrite Porter), se caracterizan por tener 12 dominios transmembrana 
con un loop central entre TM6 y TM7, con los extremos N- y C- terminales 
localizados en el citoplasma. Todos los transportadores NRT2 tienen en el TM5 
una firma [AG]-G-W-[GA]-[ND]-x-G, NNP1, que se relaciona con los 
transportadores NNP (Trueman et al., 1996, Pao et al., 1998). Otra secuencia 
conservada es R-[PA]-x-G-G-x-x-[SA] –D y se localiza entre las regiones TM8 y 
TM9. Sin embargo, en esta región la secuencia mejor conservada, NNP2, es F-
G-M-G-R-L-W que se encuentra al principio de TM9 y está presente en los 
NRT2 de organismos fotosintéticos (Okamoto et al., 2003).  
En el alineamiento de NRT2.4 con los NRT2.1-3 de Chlamydomonas 
(Figura 4.4) se observa que NRT2.4 se corresponde a la segunda mitad de los 
transportadores de 12 TM  y que mantienen la firma NNP2 (F-G-M-G-R-L-W). 
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Figura 4.4. Alineamiento de las secuencias de algunas proteínas de la familia NRT2 de 
Chlamydomonas. Las proteínas comparadas son: CrNRT2.1, CrNRT2.2, CrNRT2.3 y 
CrNRT2.4. El alineamiento se llevó a cabo con el programa BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, T.A.,  
1999). En rojo se enmarcan los dominios conservados NNP1 y NNP2.  
 
 
4.3. Expresión de CrNRT2.4 en Hansenula polymorpha. 
El ORF correspondiente a la proteína NRT2.4, antes analizada, se clonó 
en el vector pYNR de levaduras y se utilizó para transformar el mutante 
Δynt1::URA3::leu2 de Hansenula polymorpha. Se determinó el consumo de 
nitrito de las estirpes: WT, mutante Δynt1, y tres transformantes ΔyntCrNrt2.4 
L1-L3. El transporte de nitrito se llevó a cabo a pH 6,5, ya que a ese pH 
prácticamente todo el transporte de nitrito que se produce es dependiente del 
transportador de nitrato/nitrito de alta afinidad YNT1 (Machín et al., 2004), por 
lo que el mutante Δynt1 apenas puede transportar nitrito. 
Se indujeron las células durante 90 minutos en medio mínimo YG sin 
fuente de nitrógeno, tras lo cual se añadió nitrito sódico 100 µM. El consumo de 
nitrito se determinó en cada estirpe midiendo la desaparición de nitrito del 
!!"#$
!!"%$
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medio. Se observó que mientras que el mutante Δynt no transportaba 
eficientemente el nitrito añadido al medio, las estirpes  ΔyntCrNrt2.4 L1-L3 sí lo 
transportaban, aunque con menor eficiencia que la estirpe silvestre. Estos 
datos indican que NRT2.4 es un transportador de nitrito de alta afinidad y se 
corresponde con un nuevo tipo de transportadores de la familia NRT2 que 
tienen 6 dominios transmembrana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5. Transporte de nitrito de alta afinidad de CrNRT2.4 en Hansenula polymorpha. 
La densidad de células empleada correspondía a 10 mg/ml.  
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1. CrNRT1, ¿dos isoformas? ¿Qué función? 
 
En el presente trabajo se han aislado dos isoformas de NRT1 de 
Chlamydomonas. Una forma nueva de seis dominios transmembrana 
(CrNRT1.2) y otra que encaja con las proteínas típicas NRT1 de doce dominios 
transmembrana (CrNRT1.1) (Okamoto et al., 2003). Las predicciones de ambas 
formas están en el análisis del JGI, aunque no encajan al cien por cien con 
nuestros cDNA aislados y secuenciados.  
 
La isoforma pequeña, que se aisló, incluía la cola de poliA.  En 
comparación con el DNA genómico, NRT1.2 tendría 8 exones y comparte con 
NRT1.1 los seis primeros exones y parte del séptimo. El exón 8 y la región 
3´UTR (714 nt) serían específicos de NRT1.2 (Figura D.1.A).  
 
La isoforma grande, NRT1.1, también estaba poliadenilada. El 
alineamiento con el DNA genómico indica la presencia de 19 exones, la 
mayoría de ellos concuerdan con las predicciones del JGI, excepto para los 
exones 7, 8 y 9, de nuestro cDNA.  En el exón 7, el sitio 3´de splicing está 18 nt 
antes del que predice el JGI y  se une al sitio 5´de splicing del exón 8 que se 
predice en JGI. También, nuestro cDNA indica la existencia de un intrón de 51 
nt que divide el exón 8 del JGI en dos (8 y 9 en nuestro NRT1.1). El extremo 
3´UTR de nuestro cDNA es de 501 nt, bastante más corto que el que predice el 
JGI, y que es específico de NRT1.1 (Figura D.1.B).  
 
 
 
Figura D.1. Esquemas para la organización de exones/intrones en NRT1. En A, se 
muestran los 8 exones de CrNRT1.2, en azul se indica el exón 8 que es específico de la 
isoforma pequeña, por lo que no está contenido en la grande. En B, se muestran los 19 exones 
de CrNRT1.1, marcados en verde los exones específicos de esta isoforma que no están 
contenidos en la isoforma pequeña y con asterisco se marca el intrón de 51 nt, predicho como 
exón en el JGI. 
 
 
 
B 
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Los estudios realizados en este trabajo, y que más adelante se discuten, 
han tratado de distinguir las dos isoformas en cuanto a su patrón de expresión 
y posible función. Sin embargo, no ha sido posible en muchas de las 
aproximaciones. Artefactos de PCR, especificidad de cebadores, bajos niveles 
de expresión del gen etc., han sido verdaderos problemas que habrá que 
resolver en un futuro. 
 
Dado que una isoforma pequeña de seis dominios transmembrana es 
algo novedoso, en esta familia de transportadores, nos hace ser muy cautos y 
realizar nuevos estudios que permitan su confirmación. Por tanto, en los 
apartados siguientes que se discuten, se nombrarán de manera general como 
NRT1, matizando cuando se trata de una forma particular, por ejemplo 
expresión de NRT1.1 en  Hansenula. 
 
En cuanto al análisis de la estructura de la proteína NRT1.1 de 
Chlamydomonas, ésta encaja con el patrón típico de las proteínas NRT1/PTR 
con doce dominios transmembrana. En ella se conservan dos residuos que se 
han indicado como importantes para la función de algunos NRT1, los cuales 
son T101 y P492 en AtNRT1.1. La fosforilación de T101 en AtNRT1.1 permite 
un cambio en la afinidad del transportador de nitrato, de baja a alta afinidad 
(Liu y Tsay, 2003).  También se conserva la P492 de AtNRT1.1, cuya mutación 
hace que se pierda la actividad de transporte tanto de alta como de baja 
afinidad, pero no su función sensora (Ho et al., 2009). Según este dato, la 
función sensora de nitrato de AtNRT1.1 residiría en la primera mitad de la 
proteína. También se conserva en CrNRT1.1 la firma DINHGRVDNVY 
propuesta por Segonzac (Segonzac et al., 2007) para los transportadores de 
eflujo de nitrato, como NAXT1.  
La construcción de un árbol filogenético de los 53 transportadores 
NRT1/PTR de Arabidopsis con CrNRT1 tampoco aclaraba en cuanto a la 
posible función de CrNRT1.1. De los 53 transportadores sólo se han 
caracterizado funcionalmente algunos de ellos  que se resumen en la Tabla D.1 
(Wang et al., 2012). (i) AtNRT1.1, 1.2, 1.4, 1.6, 1.7, 1.8 y 1.9 participan en el 
influjo de nitrato, (ii) AtNAXT1 participa en el eflujo de nitrato, (iii) AtNRT1.5 es 
un transportador bidireccional de nitrato, (iv) AtPTR1, 2, 3 y 5 son 
transportadores de dipéptidos, (v) AtNRT1.2 tiene la capacidad de transportar 
ABA además de nitrato (Boursiac et al., 2013; Kanno et al., 2012), y (vi) 
AtGTR1 y AtGTR2 son  transportadores de glucosinato (Nour-Eldin et al., 2012). 
Dentro de esta familia NRT1/PTR, AtNRT1.1 tiene varias características 
funcionales únicas (Gojon et al., 2011): es un transportador de afinidad dual de 
nitrato, regulado por fosforilación en T101 y también es capaz de transportar 
auxina (Krouk et al., 2010). Aunque inicialmente se caracterizó como un 
transportador para el influjo de nitrato, recientemente se ha mostrado que 
participa en el eflujo (Léran et al., 2013). Además, como se ha indicado 
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anteriormente tiene una función sensora y gobierna la expresión de genes de 
respuesta a nitrato (Ho de 2009, Muños et al., 2004) 
Nuestro CrNRT1.1 se encuentra en una rama junto con AtNRT1.5, 
AtNRT1.8, PTR1, PTR2 y PTR5, mientras que AtNRT1.1 y AtNAXT1 se 
encuentran en ramas diferentes. Los resultados obtenidos en este trabajo 
indican que CrNRT1 tendría las siguientes funciones: 1) transportador de alta 
afinidad de nitrato y nitrito, 2) participa en el eflujo de nitrato, 3) es un sensor de 
nitrato y, 4) regula la asimilación de otras fuentes alternativas de nitrógeno en 
el alga (Tabla D.1). 
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Influjo NO3- + + + + + +       + 
Eflujo NO3- +   +         + 
HANT +            + 
HANit             + 
LANT + + + + + +        
Auxina +             
ABA  +            
Glucosinato           + +  
Dipéptidos       + + + +    
Sensor NO3- +            + 
Tabla D.1. Funciones de los distintos miembros de la familia NRT1/PTR caracterizados 
hasta el momento. 
 
 
2. CrNRT1 es un trasportador bidireccional de nitrato y también transporta 
nitrito. 
La expresión de CrNRT1.1 en Hansenula indica que es un transportador 
de alta afinidad de nitrato. En efecto, el mutante de transporte ynt1 recupera el 
crecimiento en nitrato y una actividad de transporte en el rango micromolar, 
cuando se complementa con CrNRT1.1. Resultados similares se han mostrado 
para AtNRT1.1 que complementa este mismo mutante de levadura (Martin et 
al., 2008). Este dato es interesante porque a la mayoría de los transportadores 
NRT1 se les ha asignado un papel de transportadores de baja afinidad de 
nitrato, excepto AtNRT1.1 que tiene una actividad dual.  La alta afinidad de 
AtNRT1.1 está condicionada a la fosforilación de T101 (Liu y Tsay, 2003), y 
parece que el sistema de Hansenula permite las modificaciones 
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postraducionales necesarias para que los transportadores NRT1, AtNRT1.1 y 
ahora CrNRT1, funcionen con alta afinidad. 
La complementación del mutante ynt1 con CrNRT1.1 y la recuperación de 
una actividad de transporte nitrito de alta afinidad indican que CrNRT1.1 
también transporta nitrito. La biespecificidad para nitrato y nitrito se ha 
demostrado, hasta ahora, para los transportadores NRT2.1/NAR2 de 
Chlamydomonas (Galván et al., 1996) e YNT1 de Hansenula polymorpha 
(Machín et al., 2004), ambos de al familia NRT2. Por tanto, este es el primer 
dato que muestra que un transportador de la familia NRT1 transporta nitrito. 
La sobreacumulación de nitrato en el interior celular junto con la 
disminución del eflujo de nitrato, cuando se silencia NRT1 en Chlamydomonas, 
indica que CrNRT1 es un transportador bidireccional. Esta bidireccionalidad de 
un transportador NRT1 ha sido demostrada recientemente para AtNRT1.1 
(Léran et al., 2013). En el caso de AtNRT1.1, los experimentos se han 
realizado en oocitos y muestran que el eflujo de nitrato está condicionado a la 
fosforilación/desfosforilación del transportador. Los oocitos cargados de nitrato 
se descargan cuando se expresa AtNRT1,1. En cambio, si se coexpresa 
AtNRT1.1 junto a CIPK23 y CLB9 se mantiene el nitrato en el interior del oocito. 
Según estos estudios en oocitos, el eflujo de nitrato se favorecería si AtNRT1.1 
está desfosforilado, y el influjo si está fosforilado (Léran et al., 2013).  
En cebada se ha sugerido que el amonio es una señal que activa el eflujo 
de nitrato (Aslam et al., 1994). En este trabajo mostramos que, en efecto, 
cuando se añade amonio a células de Chlamydomonas cargadas de nitrato, se 
activa su eflujo. CrNRT1 participa en este proceso, ya que su silenciamiento 
disminuye el eflujo de nitrato. En este punto hay que resaltar que el 
silenciamiento se ha realizado con una construcción que afecta a las dos 
isoformas de CrNRT1. 
 
3. CrNRT1 y la señalización de nitrato. 
Como se ha indicado, AtNRT1.1 se ha catalogado como transceptor, es 
decir con funciones de transportador y sensor de nitrato (Ho et al., 2009, Gojon 
et al., 2011). Mutantes nrt1.1 de Arabidopsis están afectados en la expresión 
por nitrato de más de 100 genes (Wang et al., 2004; ), entre ellos AtNRT2.1, 
AtNIA1, y AtNII1 que son componentes de la ruta de asimilación de nitrato 
(Muños et al., 2004; Wang et al., 2004). 
En este trabajo se ha estudiado si CrNRT1 tiene una función sensora y 
para ello se ha silenciado dicho gen en estirpes de Chlamydomonas con 
diferentes fondos genéticos.  Las diferencias en el fondo genético analizadas 
fueron: 1) Ausencia/presencia de nitrato reductasa, lo que permitía evaluar la 
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señal de nitrato per se. 2) Ausencia/presencia del sistema de transporte de alta 
afinidad de nitrato (CrNRT2.1/NAR2), lo que permitía comparar ambos 
sistemas de transporte NRT2 y NRT1 en la señalización por nitrato. En todos 
los casos estas estirpes tenían un sensor/chivato de nitrato, el gen reportero 
pNIA1ARS, que permitía evaluar de forma sencilla y clara tanto su activación 
como su inhibición por señales positivas (nitrato) como negativas (amonio) 
(González-Ballester et al., 2005). 
Tanto transportadores NRT1 como NRT2 se han relacionado con la 
señalización por nitrato. En la familia NRT2, el sistema de transporte I de 
Chlamydomonas (CrNRT2.1/NAR2) tiene un papel clave en la señalización por 
nitrato, tan eficiente que permite detectar concentraciones trazas de nitrato en 
los medios (Llamas et al., 2002; Rexach et al., 2002). En Arabidopsis, 
NRT2.1/NRT3.1 tiene función sensora de nitrato (Okamoto et al., 2006; 
Bouguyon et al., 2012). También en Hansenula el transportador YNT1, tipo 
NRT2, es importante para la expresión de genes de la asimilación de nitrato 
(Siverio et al., 2002). 
Cuando se analiza el papel de los NRT2 y NRT1 en la señalización por 
nitrato en Chlamydomonas se obtiene que: 
1) CrNRT2.1/NAR2 es el más eficiente para sentir nitrato a 
concentraciones trazas, y el silenciamiento o no de CrNRT1 no afecta en esta 
condición.   
2)   En ausencia del sistema I de transporte, otros transportadores de 
más baja afinidad median la activación del sensor por concentraciones más 
altas de nitrato. Sin embargo, el silenciamiento de CrNRT1 tampoco afecta en 
esta condición. 
3)    En cambio, la presencia de nitrato más amonio es una condición en 
la que CrNRT1 sí parece tener un papel clave. Ahora, su silenciamiento da 
lugar a una sobreexpresión de la actividad del reportero. Este efecto de 
CrNRT1 es independiente de la ausencia/presencia de CrNRT2.1/NAR2. 
Dado que CrNRT1 participa en el eflujo de nitrato y que el amonio es 
una señal que activa dicho eflujo, los resultados sugieren que la función de 
CrNRT1 es la de regular la homeostasis intracelular  de nitrato sacando el 
nitrato de la célula, en condiciones en las que su asimilación no está favorecida. 
Estas condiciones pueden ser cuando la nitrato reductasa está inactiva, o 
cuando hay otras fuentes preferentes de nitrógeno como es el amonio.  
El nitrato intracelular es clave para la señalización positiva y la expresión 
de genes de la asimilación de nitrato en Chlamydomonas (Camargo et al., 
2007). La idea de una homeostasis de nitrato se ha sugerido en plantas, y 
aunque ha sido objeto de controversia, recientemente parece cobrar más 
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fuerza (Miller y Smith, 2008). La homeostasis de nitrato implicaría mantener 
niveles intracelulares de nitrato dentro de un rango bajo de referencia.  Un 
aumento en la concentración intracelular de dicho ión, por entrada en la célula 
desde el medio extracelular, o por su salida de compartimentos intracelulares,  
activaría/reprimiría la expresión de genes regulados 
positivamente/negativamente por nitrato. En este sentido, recientemente se ha 
demostrado que un transportador bidireccional de aminoácidos SIAR1 es 
crucial para la homeostasis de  aminoácidos en Arabidopsis (Ladwig et al., 
2012). SIAD1 tiene un papel importante en el almacenamiento de nitrógeno 
orgánico y en particular de aminoácidos, necesario para el desarrollo de las 
vainas de semilla en Arabidopsis. 
El silenciamiento de CrNRT1 conlleva no sólo a un aumento en la 
concentración intracelular de nitrato sino también a la sobreexpresión del 
reportero pNIA1ARS así como a un aumento del transcrito CrNRT2.1. Nuestros 
datos están de acuerdo con los obtenidos por el grupo de Gojon (Muños et al., 
2004) que muestran que los mutantes nrt1 de Arabidopsis sobreexpresan 
AtNRT2.1 y AtNIA2, especialmente en medios con nitrato más amonio, o altas 
concentraciones de nitrato. En este aspecto, es importante resaltar que tanto 
en Arabidopsis como en Chlamydomonas la ausencia de NRT1 causa un 
mayor “sensing” de nitrato.  
 
4. CrNRT1 y el control de fuentes alternativas de nitrógeno, urea y 
arginina. 
 
Chlamydomonas puede crecer en presencia de nitrógeno inorgánico 
(amonio, nitrato o nitrito) o nitrógeno orgánico (urea, arginina, u otros 
aminoácidos). En cualquier caso, el amonio es la fuente preferente de 
nitrógeno que bloquea la utilización de las demás (Fernández et al., 2009). La 
represión por amonio y la activación por nitrato de genes para la asimilación de 
nitrato ha sido bien estudiada en Chlamydomonas (Fernández y Galván, 2008). 
En cuanto a la activación de las otras rutas de asimilación de fuentes 
alternativas de nitrógeno, es bien conocido que requieren la ausencia de 
nitrógeno. En ausencia de nitrógeno se activan una gran cantidad de genes 
para el transporte y asimilación de urea, arginina, xantina, etc. (Miller et al., 
2010). 
 
En el presente trabajo mostramos que el nitrato es una señal negativa 
para la utilización de fuentes alternativas de nitrógeno como urea o arginina, 
principalmente. Además, el silenciamiento de CrNRT1 daba lugar a un peor 
crecimiento en urea o arginina así como a una disminución en la expresión de 
genes para la utilización de dichos compuestos. 
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Pensamos que CrNRT1 no es un transportador de estos compuestos 
nitrogenados. En el caso de urea se proponen una serie de transportadores 
específicos identificados en el genoma del alga (Fernández et al., 2009; Miller 
et al., 2010). En el caso de la arginina, se desconoce la identidad del 
transportador, pero el análisis genético indica una localización cromosómica 
diferente a la de CrNRT1 (Olivier Vallon, datos de anotación del genoma).  
 
La razón por la que el nitrato y el silenciamiento de CrNRT1 llevan a una 
disminución en la asimilación de estos compuestos nitrogenados podría 
deberse a una señal negativa del nitrato intracelular para la expresión de genes 
de dichas rutas. 
  
5. Modelo de señalización por nitrato en Chlamydomonas. 
 El nitrato es un nutriente clave para los organismos fotosintéticos que lo 
asimilan para formar los compuestos orgánicos de nitrógeno, como 
aminoácidos y proteínas. Pero además, es una molécula señal que afecta una 
gran cantidad de procesos metabólicos, fisiológicos y de diferenciación. Estos 
efectos del nitrato están bien descritos en plantas, en donde existe una 
complejidad derivada de organismos multicelulares, y por tanto de 
diferenciación de tejidos y órganos (Crawford, 1995; Sttit, 1999; Ruffel et al., 
2010; Bouguyon et al., 2012). La señal de nitrato per se  afecta a la regulación 
rápida (en minutos) de miles de genes, entre ellos los que afectan a su propia 
asimilación (Wang et al., 2003; 2004; Scheible et al., 2004; Vidal y Gutiérrez, 
2008). Es importante entender estos mecanismos de señalización primaria y 
las cascadas de señalización de nitrato, ya que esto afecta a la eficiencia de 
asimilación de nitrato, rendimiento en el crecimiento, desarrollo de la planta, 
calidad de las semillas etc. 
 El sistema de Chlamydomonas es mucho más sencillo, ya que carece de 
la complejidad de los organismos multicelulares tipo planta. Sin embargo, 
comparte con las plantas una serie de actores moleculares que forman parte 
de la ruta de señalización por nitrato. Estos elementos son básicamente los 
transportadores NRT2, NRT1, y el factor de transcripción de tipo RWP-RK NIT2 
en Chlamydomonas  o NLP (Nin Like Protein) en Arabidopsis (Camargo et al., 
2007; Castaings et al., 2009; Castaigns et al., 2011; Konishi and Yanagisawa, 
2013).  
 De acuerdo con datos previos y los obtenidos en este trabajo, se 
propone un modelo de señalización por nitrato en Chlamydomonas (Figura D2). 
Según este modelo los transportadores NRT2, en especial NRT2.1/NAR2, y 
NRT1 controlan la homeostasis de nitrato en función de la demanda de nitrato 
de la célula. NRT2.1 provoca una entrada eficiente de nitrato necesaria para la 
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señalización y asimilación del mismo. NRT1 tendría un papel clave en el eflujo 
de nitrato y control de la concentración intracelular de nitrato, según la 
demanda. No hemos podido demostrar si NRT1 participa en el influjo de nitrato 
en Chlamydomonas, como sí lo hace en Hansenula. Si NRT1 media el influjo 
de nitrato, su actividad debe quedar enmascarada  por la de otros 
transportadores, o ser muy sutil y dar cuenta de la señal primaria. El aumento 
de nitrato intracelular activaría NZF1, un factor dedo de zinc que regula la 
poliadenilación del factor de transcripción NIT2 y favorecería su traducción en 
el citoplasma, así como la activación de la proteína NIT2 que regularía la 
expresión de genes regulados por nitrato, entre ellos aquellos necesarios para 
su asimilación (Higuera et al., enviado a publicación). Se desconocen los 
mecanismos por los que tanto NZF1 como NIT2 se activan cuando hay nitrato. 
Sin embargo, parece que el transporte a través de los poros nucleares del 
mRNA de NIT2 desde el núcleo al citoplasma, como el transporte de la 
proteína NIT2 activa desde el citoplasma al interior del núcleo, parecen 
mecanismos que subyacen en esta cascada de señalización por nitrato 
(Castaings et al., 2009; Konishi and Yanagisawa, 2013; Marchive et al., 2013; 
Higuera et al. enviado a publicación). 
El aumento de nitrato intracelular es una señal negativa para la expresión 
de genes para la asimilación de urea y arginina. Si NIT2 y/o otro factor RWP-
RK median esta señal, está por determinar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura D.2. Esquema de la señalización por nitrato en Chlamydomonas. 
(Higuera-Sobrino J.J., Fernández E, Galván A. Chlamydomonas NZF1 a Tandem Repeated 
Zinc Finger Factor Involved in Nitrate Signaling by Controlling the Regulatory Gene NIT2) 
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6. CrNRT2.4 es un transportador  de la familia NRT2 atípico. 
El objetivo de estudiar CrNRT2.4 obedecía a varia razones. Por una parte 
porque las predicciones sugerían que se trata de un transportador atípico de 
seis dominios transmembrana, junto con CrNRT2.5. Por otra parte era 
interesante estudiar su función(es) como transportador o como sensor de 
nitrato. Desafortunadamente estos estudios no se han completado para ambos 
transportadores. Sin embargo, los resultados obtenidos confirman que 
CrNRT2.4 es una proteína con seis dominios transmembrana y funciona como 
un transportador de nitrito de alta afinidad cuando se expresa en Hansenula 
polymorpha. También, datos preliminares no parecen indicar un papel clave de 
CrNRT2.4 en la señalización por nitrato (Higuera et al., datos no publicados). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Higuera-Sobrino J.J., Fernández E, Galván A. Chlamydomonas NZF1 a Tandem Repeated 
Zinc Finger Factor Involved in Nitrate Signaling by Controlling the Regulatory Gene NIT2) 
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En el presente trabajo se ha llegado a las siguientes conclusiones: 
 
 
1. NRT1 de Chlamydomonas es un trasportador de alta afinidad 
biespecífico de nitrato y nitrito. 
 
2. NRT1 de Chlamydomonas funciona como un transportador bidireccional 
de nitrato y junto con NRT2.1 participa en la homeostasis intracelular de 
nitrato en Chlamydomonas. 
 
3. El silenciamiento  de NRT1 da lugar a una sobreseñalización por nitrato 
y sobreexpresión de genes de la asimilación de nitrato. 
 
4. El silenciamiento de NRT1 disminuye la utilización de fuentes 
alternativas de nitrógeno, urea y arginina. 
 
5. NRT2.4 es un transportador atípico, de la familia NRT2, con seis 
dominios transmembrana y transporta nitrito con alta afinidad. 
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1. MATERIAL BIOLÓGICO. 
1.1. Estirpes de Chlamydomonas. 
ESTIRPE GENOTIPO FENOTIPO REFERENCIA 
SIR6 mt- D2R4::pT2CO-5 (NRT2.1 y NAR2) Nit- 1 
D2R4 mt- Δ(NIA1, NAR1, NAR2, NRT2.1 y 
NRT2.2):(NIA1:ARS) 
Nit- 1 
704 mt+ 325::(NIA1:ARS) :: pARG7.8(ARG) Nit+Cw- 2 
Tabla M1. Estirpes de Chlamydomonas reinhardtii empleadas en este trabajo. Las 
abreviaturas del fenotipo son: Nit+, crecimiento en medios con nitrato 4 mM; Nit-, no crecimiento 
en medios con nitrato 4 mM; Cw-, mutante de pared celular. Referencias: 1. Tesis Ángel 
Llamas Azúa. 2. Ohresser et al., 1997. 
 
1.2. Estirpes de bacterias. 
Se utilizó la estirpe de E. coli DH5 αF’ tanto para la transformación con 
plásmidos como para la clonación y purificación de los mismos. 
ESTIRPE GENOTIPO REFERENCIA 
DH5 αF’ F’ Φ80dlacZAM15, AlacU169, recA1,endA1, 
hsdR17, supE44, thi-1, gyrA96, relA1 
Sambrook et al., 1989 
Tabla M2. Estirpe de E. coli empleada. 
 
1.3. Estirpes de Hansenula polymorpha. 
ESTIRPE GENOTIPO REFERENCIA 
NCYC495 NCYC495 leu2::p18B1(LEU2)ura3::pBSURA3(URA3) GMN 
Δynt1 Δynt1::URA3 GMN 
Tabla M3. Estirpes de Hansenula polymorpha empleadas. GMN: Grupo del metabolismo del 
Nitrógeno. Cedidas por el grupo de Prof. Dr. D. José Manuel Siverio de la Universidad de La 
Laguna. 
 
 
2. VECTORES. 
2.1. Vectores de clonación. 
• pGEM-T (Promega): Vector comercial, en forma abierta y con un residuo 
de timinina adicional en el extremo 3’ de cada cadena. Utilizado para la 
clonación de fragmentos de DNA amplificados por PCR con enzimas 
Taq que incorporan un residuo de adenosina al final del producto 
amplificado. Confiere resistencia a ampicilina. 
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• pSpark  (Canvax): Vector comercial que contiene los promotores T7 y 
SP6, lac, AmpR, β-lactamasa. NCBI: GQ489184. 
• pSI108: basado en el pBluescript II KS, y contiene el gen de resistencia 
a paramomicina AphVIII (Sizova et al., 2001) bajo el promotor del gen 
RBCS2 (rubisco) de Chlamydomonas; seguido de una nueva copia del 
promotor de RBCS2, de un sitio de clonación múltiple y del terminador 
del gen RBCS2. 
• pChlamiRNA3: Vector empleado en el silenciamiento mediante 
microRNA, que posee un precursor de microRNA flanqueado por el 
promotor y el 3’UTR del PSAD. Además posee el promotor de la rubisco 
y el gen de resistencia a ampicilina para su selección en bacterias.  
 
2.2. Vector de expresión heteróloga en Hansenula polymorpha. 
• pYNR(Ex)LEU2: Derivado de pBluescript KS(+). Contiene 900 y 958pb 
de las regiones 5’ y 3’ no codificantes del gen YNR1 separadas por una 
pequeña secuencia de multiclonaje. AmpR, LEU2. Cedido por el grupo 
de JM Siverio de la Universidad de La Laguna. 
 
 
3. MEDIOS, CONDICIONES DE CULTIVO Y CONSERVACIÓN. 
3.1. Chlamydomonas. 
Los medios utilizados para el cultivo de C. reinhardtii se prepararon a 
partir de las siguientes soluciones concentradas (Harris, 1989): 
· Solución Tris:   121 g/L Tris. 
· Solución A: 5 g/L CaCl2·2H2O, 10 g/L MgSO4·4H2O, 40 g/L NH4Cl. 
· Solución A-N: 5 g/L CaCl2·2H2O, 10 g/L MgSO4·4H2O (Igual que la solución A 
pero sin NH4Cl). 
· Solución B: 115 g/L K2HPO4, 46 g/L KH2PO4. 
· Solución de oligoelementos: 50 g de EDTA (ácido libre) se disolvieron en 250 
ml de H2O. A continuación, se calentaron 550 ml de H2O a 100ºC y se 
añadieron por el siguiente orden: 11,4 g/l H3BO3; 22 g/l ZnSO4·7H2O; 5,1 g/l  
MnCl2·4H2O; 5 g/l FeSO4·7H2O; 1,6 g/l CoCl2·6H2O; 1,6 g/l CuSO4·5H2O; 0,214 
g/l Na2MoO4·2H2O. Tras mezclar ambas soluciones, se dejó enfriar a 80-90ºC y 
se ajustó a pH a 6,8 con KOH al 20% procurando que la temperatura no bajase 
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de 70ºC. Se enrasó el volumen hasta 1 l, manteniéndose en la oscuridad y a 
temperatura ambiente durante 2 días antes de su uso. 
Preparación de los medios: 
Medio TAP: medio con acetato como fuente de carbono orgánica. 
· Líquido: 20 ml/l de solución Tris 1 M, 10 ml/l de solución A ó A-N, 1 ml/l de 
solución B, 1 ml/l  de solución de oligoelementos, 0,95 ml de ácido acético 
glacial. 
· Sólido: se añade bactoagar (15 g/l) a la mezcla anterior previamente disuelta.  
   
Medio mínimo: medio estándar utilizado para el crecimiento de 
Chlamydomonas. No contiene fuente de Carbono. 
· Líquido: 10 ml/l de solución A ó A-N, 10 ml/l de solución B, 1ml/l  de solución 
de oligoelementos. 
· Sólido: se añade bactoagar (15 g/l) a la mezcla anterior previamente disuelta.  
Si la fuente de nitrógeno empleada fue distinta de 8 mM NH4Cl, se utilizó 
la solución A-N suplementada con las cantidades requeridas de NH4Cl, KNO3, 
KNO2, urea o arginina.  
Los cultivos se llevaron a cabo en cámaras con una temperatura 
mantenida de 23-25ºC, con iluminación continua de 15-20 W/m2 proporcionada 
por tubos fluorescentes de luz blanca. Los cultivos líquidos en medio mínimo se 
burbujearon con aire enriquecido con CO2 (3-5%, v/v) como fuente de carbono. 
Los cultivos líquidos en medio TAP no necesitan el aire enriquecido puesto que 
ya poseen fuente de carbono (acetato). 
Los recipientes empleados en los cultivos líquidos fueron frascos de Roux, 
matraces, o tubos cilíndricos en función del volumen celular que se necesitase 
obtener. De forma rutinaria, las células se recogieron al final de la fase 
exponencial de crecimiento mediante centrifugación (3000 xg, 1-2 min) a 
temperatura ambiente. El precipitado celular se resuspendía en el mismo 
volumen de medio sin nitrógeno y se centrifugaba de nuevo. Tras repetir este 
lavado, las células se resuspendían en los medios deseados para cada ensayo 
experimental. 
La conservación de la estirpes de Chlamydomonas se  llevaba a cabo 
inoculándolas en tubos de poliestireno cristalino estériles que contenían medio 
mínimo o TAP sólido. Se cultivaron con luz intensa y 23-25ºC durante un 
periodo de 3 a 6 días, según la fuente de nitrógeno utilizada. Tras este periodo, 
los tubos se transfirieron a temperatura ambiente y luz difusa hasta el momento 
de su utilización. Los cultivos que se utilizaban rutinariamente se renovaron de 
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forma periódica cada dos semanas (en placas de Petri), en caso contrario cada 
seis meses, comprobando la pureza de los mismos mediante observación al 
microscopio óptico. 
También se emplea criopreservación en nitrógeno líquido para una 
conservación a más largo plazo. El procedimiento seguido está basado en los 
descritos previamente (Crutchfield et al.,1999; Sayre en la página web de 
Chlamydomonas: http://www.chlamy.org/methods/freezing.html) con algunas 
modificaciones para su optimización (González-Ballester et al., 2005). Las 
células (3,3x106/ml) se resuspendieron en TAP nitrato-amonio con metanol al 
3%, como criopreservante. La mezcla fue mantenida en oscuridad 4 h a 4ºC, 
tras lo cual se transfirió un volumen de 1,8 ml a crioviales de 2 ml que se 
depositaron en un contenedor para la congelación, relleno con isopropanol 
según las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Cryo 1°C Freezing 
Container, Nalgene, Cat. 5100). La mezcla con las células se mantuvo en este 
contenedor a -80ºC, 4 h, y seguidamente se introdujeron en un contenedor de 
nitrógeno líquido (Arpege 170, Air Liquide) para su conservación. La 
descongelación de los cultivos se llevó a cabo mediante incubación de los 
crioviales, inmediatamente después de su retirada del nitrógeno líquido, en un 
baño de agua a 35ºC, 3 min. Diferentes diluciones se emplearon para la 
inoculación de medios TAP nitrato-amonio, tanto líquidos como con agar. Se 
realizaron inóculos en placas de agar para estimar el porcentaje de 
recuperación de las células, tras contar el número de colonias formadas y 
compararlo con el número de células existentes previo a la congelación, que se 
determinó en un contador de células (Sysmec F-500). Tanto los cultivos 
líquidos como sólidos fueron mantenidos primeramente en oscuridad unas 12 h 
y posteriormente otras 12 h en luz tenue, previamente a su mantenimiento en 
las condiciones de cultivo estandarizadas (25ºC, iluminación continua de 15-20 
W/m2). El porcentaje de supervivencia osciló entre el 3 y el 6%, obteniéndose 
ocasionalmente porcentajes superiores al 20%. No se observó disminución de 
la supervivencia tras dos años de mantenimiento en nitrógeno líquido. 
 
3.2. Escherichia coli. 
El principal medio de crecimiento de bacterias utilizado fue el Luria-
Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), compuesto por: bactotriptona (10 g/l), 
extracto de levadura (5 g/l) y NaCl (5 g/l). Para el caso de medios sólidos se 
añade agar al 1,6% (p/v). 
E. coli se cultivó en medio líquido LB a 37ºC, en incubadores rotatorios 
con agitación (120-200 rpm) durante 14-16 h. Se emplearon tubos de ensayo, o 
erlenmeyer, en condiciones de esterilidad, manteniendo una relación de 
volumen liquido/fase aérea de 1:4 para una buena aireación y crecimiento 
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óptimo del cultivo. Los cultivos en medio sólido se llevaron a cabo en estufas 
termostatizadas a la misma temperatura. 
Para la selección por actividad de β-galactosidasa se suplementó el 
medio LB con 500µM de IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranósido) y 40 µg/ml 
de X-Gal (5- bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) (solución madre 40 
mg/ml en N,N- dimetilformamida). 
Los cultivos de estirpes bacterianas resistentes a ampicilina fueron 
suplementados con dicho antibiótico a una concentración de 100 µg/ml. En los 
medios sólidos el antibiótico se añadió siempre, tras la esterilización, a 
temperaturas inferiores a los 50ºC. 
Para la preparación de células competentes de Escherichia coli se utilizó 
el medio PSI que contiene: Extracto de levadura (5 g/l), bactotriptona (20 g/l), y 
MgSO4 (5 g/l). El pH del medio se ajustó a 7,6 usando KOH. 
La conservación de las estirpes bacterianas durante largos periodos de 
tiempo se llevó a cabo a -80ºC en medio LB líquido con 15% de glicerol v/v. 
Para periodos cortos, se mantenían en medio LB sólido a 4ºC con los 
antibióticos apropiados para cada caso. 
 
3.3. Hansenula polymorpha. 
El crecimiento de H. polymorpha en medio rico no selectivo se llevó a 
cabo en medio YPD que contenía glucosa 2% (p/v), peptona 2% (p/v) y 
extracto de levadura al 1% (p/v). El medio mínimo para crecimiento de esta 
levadura denominado YG contiene: 0,17% (p/v) de YNB sin aminoácidos ni 
sulfato amónico (“Yeast Nitrogen Base w/o aminoacids and ammonium sulfate”) 
de Difco y 2% (p/v) de glucosa. A este medio se le añadieron las cantidades 
requeridas de cloruro amónico (YGNH), nitrato sódico (YGNO3), nitrito sódico 
(YGNO2) y en caso necesario se añadió leucina a concentración 0,23 mM. 
Para la preparación de medios sólidos se añadió bactoagar al 2% (p/v). 
La temperatura a las que se cultivaron las levaduras fue a 37ºC. Los 
cultivos líquidos se airearon mediante agitación suave. La determinación del 
crecimiento se realizó mediante la medida de la densidad óptica del cultivo a 
660 nm, ya que esta levadura presenta una relación lineal entre la DO660 y la 
concentración de células del cultivo durante su fase exponencial según la 
fórmula: 
1 U DO660 = 3,75 mg/ml (peso fresco) ≅ 7·107 células/ml 
Las estirpes de levadura se conservaron a -80ºC en medio líquido con 
glicerol al 50% (v/v), y a 4ºC en placas de YNB o YGNH. 
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4. MEDIOS Y CONDICIONES DE INDUCCIÓN DE GENES. 
4.1. Chlamydomonas. 
Tras el crecimiento de las células, en medio mínimo con cloruro amónico 
8 mM con aire enriquecido con CO2 (3-5%, v/v), éstas se recogieron por 
centrifugación (3000 xg durante 2-3 min a temperatura ambiente) y se procedió 
a realizar dos lavados con medio mínimo sin nitrógeno. A continuación se 
resuspendieron las células en los medios deseados. En algunas ocasiones 
(detalladas en cada caso), las células se incubaron 1-4 horas en medio mínimo 
sin fuente de nitrógeno añadida. 
 
4.2. Hansenula. 
Las células se cultivaron en YGNH con cloruro amonio 5 mM o en medio 
rico YPD hasta una densidad óptica de en torno a 2,5-2,8 unidades y se 
recogieron por centrifugación (4000 xg durante 5-7 minutos a temperatura 
ambiente). Tras esto se procedió a realizar dos lavados con medio YG sin 
fuente de nitrógeno añadida y el pellet celular se resuspendió en los medios 
requeridos. En algunas ocasiones (detalladas en cada caso), se incubaron las 
células de 1-2 horas en ese mismo medio YG sin fuente de nitrógeno añadida. 
 
 
5. TEST DE CRECIMIENTO. 
5.1. Chlamydomonas. 
5.1.1. Test de crecimiento de Chlamydomonas en medio líquido. 
Las células se crultivaron durante 3-4 días en medio mínimo líquido con 
cloruro amónico 8 mM y con aire enriquecido con CO2 (3-5 %, v/v) para 
asegurar que las células se encontraban en fase exponencial.  Éstas se 
recogieron por centrifugación (3000 xg durante 2-3 min a temperatura 
ambiente) y se procedió a realizar dos lavados con medio mínimo sin fuente de 
nitrógeno añadida. A continuación se resuspendieron en este medio y se 
contabilizaron (mediante uno de los procedimientos detallados en el apartado 
9). Finalmente se añadieron a los diferentes medios de ensayo la misma 
cantidad de células, normalmente  3000 células. 
 
 
Materiales y Métodos 
Caracterización molecular y funcional de NRT1 de Chlamydomonas. 	  
77	  
5.1.2. Test de crecimiento de Chlamydomonas en medio sólido. 
Las células se cultivaron, recogieron y lavaron como en el apartado 
anterior. En las distintas placas de medio mínimo con agar y las 
concentraciones requeridas por el ensayo de las distintas fuentes de nitrógeno, 
se pusieron 3 gotas por cada estirpe correspondientes a las diluciones 1:1, 
1:10 y 1:100 (3000, 300 y 30 células respectivamente). Se cultivaron con luz 
intensa y 23–25ºC durante un periodo de 6 días. 
 
5.2. Test de crecimiento de Hansenula en medio sólido.  
Las células se cultivaron hasta la fase estacionaria en YPD o YGNH. Se 
recogieron las células por centrifugación (4000 xg durante 5-7 minutos) y se 
resuspendieron en medio YG sin fuente de nitrógeno añadida. Se prepararon 
soluciones de las distintas estirpes que contenían 1millón de células en 5 µl y 
se hicieron diluciones seriadas 1:10 y 1:100. Se pusieron las gotas en las 
diferentes placas y se incubaron 48 h a 37ºC. 
 
 
6. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA. 
6.1. Chlamydomonas. 
Se siguió el método descrito por Kindle (1990) con algunas 
modificaciones. Las células de C. reinhardtii se cultivaron en medio mínimo 
amonio hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento A660=0,8-1, se 
recogieron, se lavaron con medio sin nitrógeno, y se resuspendieron en este 
medio a una densidad de 5·107-108 células/ml. La mezcla de transformación 
contenía 0,6 ml de células, 0,1 ml de polietilenglicol (PEG) 8000 al 20% (p/v), 
0,1-1 µg de DNA y unos 0,3 g de perlas de vidrio silanizadas. El PEG se añadió 
en último lugar, e inmediatamente se agitó la mezcla vigorosamente en un 
vortex, durante 8 segundos para células mutantes de pared, cw- (704) o 
tiempos superiores para estirpes con pared (SIR6, D2R4), hasta 1 minuto. A 
continuación, se lavaron las células con 5 ml de medio sin nitrógeno con el fin 
de eliminar el PEG, se centrifugaron a 4000 rpm, se resuspendieron en 1 ml de 
medio sin nitrógeno y se transfirieron a placas de medio selectivo. 
Cuando la selección se llevó a cabo por resistencia a paromomicina, las 
células transformadas se dejaron recuperar durante 6 horas o toda la noche en 
medio mínimo sin nitrógeno con agitación y luz continua. Tras lo cual, se 
transfirieron al medio de selección que contenía 25 µg/ml de paromomicina en 
medio TAP o 50 µg/ml en medio mínimo. Esto se hizo con el objeto de inducir 
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la expresión de la proteína de resistencia al antibiótico previamente a la 
inoculación en medios con paromomicina, limitando al mismo tiempo la 
replicación celular al eliminar la fuente de nitrógeno, y evitar así la generación 
de múltiples individuos de un mismo transformante. Las colonias aparecieron 
sobre las placas de selección tras 7-10 días de crecimiento en luz continua. 
 
6.2. Escherichia coli. 
6.2.1. Preparación de células competentes. 
Se inocularon 5 ml de medio PSI con una colonia de la estirpe DH5αF’ de 
E. coli y se incubó a 37ºC con agitación durante toda la noche. Posteriormente, 
las células se diluyeron 20 veces con medio PSI nuevo y se cultivaron hasta 
alcanzar una absorbancia de 0,45-0,5 a 550 nm. Una vez crecido, el cultivo se 
enfrió en hielo durante 5 min para después centrifugar las células a 4ºC a 3000 
xg durante 5 min, y resuspenderlas con suavidad en 40 ml de solución TFB-1 
fría. Una vez resuspendidas las células se mantuvieron en hielo durante 5 min. 
Seguidamente, se volvieron a centrifugar las células y el precipitado se 
resuspendió usando 4 ml de TFB-2 y posteriormente la suspensión celular se 
mantuvo en hielo durante 15 min. Fracciones alícuotas de 150 µl se congelaron 
inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su uso. 
- Solución TFB-1. Acetato potásico 30 mM, KCl 100 mM, CaCl2 10 mM, 
MnCl2 50 mM y glicerol al 15% v/v. El pH se ajustó a 5,8 con ácido 
acético 0,1 M. Se esterilizó por filtración y se almacenó a 4ºC hasta su 
uso. 
- Solución TFB-2. MOPS 10 mM, CaCl2 75 mM, KCl 10 mM y glicerol al 
15% v/v. El pH se ajustó a 6,5 con KOH. Se esterilizó por filtración y se 
almacenó a 4ºC hasta su uso. 
 
6.2.2. Transformación de células competentes. 
Las células competentes se descongelaron lentamente en un baño de 
hielo, justamente después se añadió 1 µl por cada 10 µl de células 
competentes de una solución de β-mercaptoetanol al 1,8%, y se mantuvo en 
hielo durante 10 min. Inmediatamente después, a cada DNA plasmídico o 
mezcla de ligación, se le añadieron 50 µl de células competentes y se incubó 
en hielo durante 30 min. La mezcla de células competentes y DNA se sometió 
a un tratamiento de choque térmico de 37ºC durante 3 min e inmediatamente 
se incubó en hielo durante 2 min. Posteriormente se añadieron 0,5 ml de LB y 
se incubó a 37ºC durante 15-20 min con agitación suave. El tiempo de 
recuperación con LB varía en función del antibiótico de resistencia utilizado. 
Para ampicilina es suficiente con 10 min, mientras que para estreptomicina es 
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mejor recuperar durante 40-50 min. Por último, se inoculó la mezcla de 
transformación en medio LB de selección por ampicilina. 
 
 
6.3. Hansenula polymorpha. 
6.3.1. Preparación de células competentes de Hansenula. 
Se inocularon 5 ml de medio YPD con una colonia de la estirpe deseada y 
se incubó a 37ºC con agitación durante toda la noche, alcanzando el cultivo la 
fase estacionaria. Posteriormente, se inocularon 50 ml de medio YPD con 0,5-1 
ml del cultivo anterior y se dejó crecer a 37ºC hasta alcanzar una densidad 
óptica de 1,2-1,5 a 663 nm. A continuación se recogieron las células por 
centrifugación a 5000 rpm a 4ºC durante 7 minutos. Se eliminó el sobrenadante 
y se resuspendieron en tampón Kpi a pH 7,5, se añadieron 250 µl de DTT 1M y 
se incubaron las células durante 15 minutos en un baño a 37ºC. A partir de 
este momento se mantuvieron las células en hielo. Se centrifugaron las células 
y se resuspendieron en 50 ml de STM (4ºC), se centrifugaron de nuevo y se 
resuspendieron en 25 ml de STM. Se centrifugaron y se resuspendieron en 600 
µl de STM, se dispusieron en fracciones alícuotas de 60 µl, se sumergieron en 
nitrógeno líquido y se guardaron a -80ºC hasta su uso. Para descartar 
contaminación se plaqueó una alícuota en YGNH sin leucina añadida. 
- Solución Kpi 50 mM pH 7,5, KH2PO4 8 mM, K2HPO4 40 mM. 
- Solución STM. Sacarosa 270 mM, Tris 10 mM, MgCl2 1 mM. Se ajustó el 
pH a 7,5 con HCl y se esterilizó en autoclave. 
- Solución DTT 1 M. 1,542 g de DTT (1,4-ditio-DL-treitol) en 10 ml de 
acetato sódico 10 mM a pH 5,2. Se filtró y se fraccionó en alícuotas. 
 
6.3.2. Transformación de células competentes de Hansenula. 
Se siguió el protocolo definido por Faber et al., 1994. Para ello, se 
descongelaron las células en hielo y se añadió en torno a 1 µg de DNA, 
disuelto en 2-10 µl de agua, se mezcló y se pasó la mezcla a una cubeta de 
electroporación fría de 2 mm de separación de electrodos. Se sometieron a un 
campo eléctrico fijando los siguientes parámetros 300 V, 50 µF, 150 Ω, lo que 
da un pulso de aproximadamente 5 ms (electroporador GenePulser XcellTM, 
BioRad). Inmediatamente después se añadió 1 ml de YPD a temperatura 
ambiente, se agitó y trasfirió a un tubo eppendorf donde se incubó 1 h a 37ºC 
sin agitación. A continuación, se recogieron las células mediante centrifugación, 
1 min a 13000 rpm, se lavaron con agua milliQ estéril y se plaquearon en el 
medio selectivo adecuado, en nuestro caso YGNH sin leucina añadida. 
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7. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES DE TRANSPORTE. 
7.1. Chlamydomonas. 
7.1.1. Acumulación intracelular de nitrato. 
Las células cultivadas en medio mínimo con amonio se lavaron dos veces 
con medio sin fuente de nitrógeno añadida y se indujeron durante 4 h en medio 
mínimo con nitrato potásico 100 µM. Se tomaron en ese momento 50 ml de 
cultivo se centrifugaron, se lavaron las células dos veces con tampón fosfato 20 
mM pH 7,5 frío y se congelaron a -80ºC en el mínimo volumen posible de este 
tampón (300-500 µl). Para la determinación de nitrato se descongelaron las 
muestras, se les añadió 15% de metanol para la precipitación de proteínas y se 
centrifugó (14000 rpm, 4ºC) hasta la no aparición de pellet y después al menos 
3 veces más. Finalmente las muestras se filtraron con filtros de jeringa con 
membrana PTFE (politetrafluoretileno) Minisart SRP 15 de Sartorius Stedim 
Biotech. La concentración de nitrato en cada muestra se midió en HPLC 
(Agilent 1200) con columna de intercambio iónico (Dr Maisch GmbH Columna 
Reprosil 80SAX) con un flujo de 1,25 ml/min de un tampón fosfato 20 mM, pH 3. 
 
7.1.2. Eflujo de nitrato en presencia de amonio. 
Las células cultivadas en medio mínimo con amonio se lavaron dos veces 
con medio sin fuente de nitrógeno añadida y se indujeron durante 4 h en medio 
mínimo con nitrato potásico 100 µM. Se tomaron en ese momento 50 ml de 
cultivo se centrifugaron, se lavaron las células dos veces con tampón fosfato 20 
mM pH 7,5 frío y se congelaron -80ºC en el mínimo volumen posible de este 
tampón (300-500 µl). A otras células que continuaban con la inducción se les 
añadió cloruro amónico 1 mM y se tomaron muestras, de 50 ml, a los 10, 20, 
30, 45 y 60 minutos. Estas muestras se trataron como las anteriormente 
tomadas. La determinación de nitrato se llevó a cabo como en el apartado 
anterior: a las muestras descongeladas se les añadió 15% de metanol para la 
precipitación de proteínas y se centrifugó (14000 rpm, 4ºC) hasta la no 
aparición de pellet y después al menos 3 veces más. Finalmente las muestras 
se filtraron con filtros de jeringa con membrana PTFE (politetrafluoretileno) 
Minisart SRP 15 de Sartorius Stedim Biotech. La concentración de nitrato en 
cada muestra se midió en HPLC (Agilent 1200) con columna de intercambio 
iónico (Dr Maisch GmbH Columna Reprosil 80SAX) con un flujo de 1,25 ml/min 
de un tampón fosfato 20 mM a pH 3. 
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7.1.3. Actividad de consumo de urea. 
Las células cultivadas en medio mínimo con amonio se lavaron dos veces 
con medio sin fuente de nitrógeno añadida y se indujeron en este medio 
durante 4 h. A continuación se añadió 200 µM de urea y se tomaron puntos de 
500 µl cada media hora durante 3 h. Se centrifugaron y se pasó el 
sobrenadante a un tubo limpio y posteriormente se congeló a -20ºC hasta la 
determinación de urea. Un vez recogidos y congelados todos los puntos, se 
descongelaron y se empleó el kit Urea Berthelot de Cromatest (Linear 
Chemicals S.L.), que contenía ureasa que convertía la urea en amonio y 
dióxido de carbono, y un segundo reactivo de salicilato, nitroprusiato e 
hipoclorito sódico que convertían el amonio en indofenol cuya absorbancia se 
midió a 600 nm. Se siguieron las instrucciones del fabricante para la 
determinación de la urea en las muestras tratadas. 
 
7.2. Hansenula polymorpha. 
7.2.1. Actividad de transporte de nitrato. 
Para la determinación del transporte de nitrato se midió la desaparición de 
nitrato del medio. En primer lugar se cultivaron las células en medio rico YPD 
hasta alcanzar una DO660 de 1,2-1,5 (estado exponencial), se recogieron las 
células, se lavaron dos veces con YG sin fuente de nitrógeno añadida a pH 6,5 
y se resuspendieron en 5 ml del mismo medio a una concentración de 10 
mg/ml en un tubo falcon. Se incubaron durante 90 minutos a 37ºC y a 
continuación se añadió 100 µM de nitrato sódico y se tomaron muestras cada 
30 minutos durante 4 horas. Cada muestra se centrifugó y se congeló el 
sobrenadante a -20ºC hasta su análisis. Se descongelaron las muestras y se 
les añadió 15% de metanol para la precipitación de proteínas y se centrifugó al 
menos tres veces (14000 rpm, 4ºC) para la eliminación de las mismas. La 
concentración de nitrato en cada muestra se midió en HPLC (Agilent 1200) con 
columna de intercambio iónico (Dr Maisch GmbH Columna Reprosil 80SAX) 
con un flujo de 1,25 ml/min de un tampón fosfato 20 mM a pH 3. 
 
7.2.2. Actividad de transporte de nitrito. 
Para la determinación del transporte de nitrito se midió, como en el caso 
anterior, la desaparición de nitrito del medio. En primer lugar se cultivaron las 
células en medio rico YPD hasta alcanzar una DO660 1,2-1,5 (estado 
exponencial), se recogieron las células, se lavaron dos veces con YG sin 
fuente de nitrógeno añadida a pH 6,5 y se resuspendieron en 5ml del mismo 
medio a una concentración de 10 mg/ml en un tubo falcon. Se incubaron 
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durante 90 minutos a 37ºC y a continuación se añadió 100 µM de nitrito sódico 
y se tomaron muestras durante 4 h. Cada muestra se centrifugó y se congeló el 
sobrenadante a -20ºC hasta su análisis. Se descongelaron las muestras y el 
nitrito de cada una de ellas se midió añadiendo volúmenes iguales de SULFA y 
NNEDA y midiendo la absorbancia a 540 nm empleando placas de ELISA. 
 
 
8. DETERMINACIÓN ACTIVIDAD ARILSULFATASA (ARS). 
8.1. Actividad ARS en medio de cultivo sólido. 
Las placas de medios de cultivo se afeitaron con una cuchilla para 
eliminar las células. A continuación las placas se incubaron con 10 ml de Tris-
HCl 100 mM, pH 7,5, 100 µl de imidazol 1 M, 100 µl de 10 mg/ml naftilsulfato y 
1 ml de 10 mg/ml orto-dianisidina-tetrazotizada (TOD) la coloración rojiza 
aparece al cabo de 5-120 min. A continuación, en algunas ocasiones, se 
lavaron con acetato sódico 1 M, pH 4,8, para detener la reacción (Ohresser et 
al., 1997). 
 
8.2. Actividad ARS en medio de cultivo sólido usando X-sulfato. 
Otra forma de medir la actividad ARS en medio sólido es retirando las 
células con una cuchilla y pulverizando la placa con 300-500 µl de 5-bromo-
4cloro-3-indolyl sulfato (XS04) 10 mM en Tris-HCl 0,1 M pH 7,5. En 1-2 h se 
observa la aparición de color azul alrededor de las colonias que sintetizan ARS. 
 
 
8.3. Actividad ARS en medio de cultivo líquido usando 
paranitrofenilsulfato. 
También se midió la actividad ARS con paranitrofenilsulfato. Para ello se 
centrifugó el cultivo celular y se tomaron 25 µl de sobrenadante. Se llevó a 
cabo la reacción añadiendo 250 µl de buffer de reacción 1x de este compuesto 
(0,5 ml glicina 1 M pH9 + 0,5 ml 100 mM imidazol + 0,5 ml 45 mM de 
paranitrofenilsulfato + 3,5 ml de agua, Vf=5 ml). Se incubó 30 minutos a 27ºC y 
se midió a 410 nm la absorbancia del paranitrofenol producido. 
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9. OTROS MÉTODOS ANALÍTICOS. 
9.1. Determinación de clorofila en Chlamydomonas. 
Se determinó a partir de la absorbancia a 652 nm tras extraer dicho 
pigmento en acetona al 80% (Arnon, 1949). 
 
9.2. Conteo de células de Chlamydomonas. 
Se utilizó el contador de células “microcellcounter F-500” de Sysmex. Las 
células se diluyeron en solución salina isotónica de Sysmex y se hicieron pasar 
por el contador.  
En algunas ocasiones se empleó para el conteo de células una cámara de 
Neubauer y el microscopio. 
10. AISLAMIENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS. 
10.1. Aislamiento de RNA total en Chlamydomonas. 
Las células de 50 ml de cultivo cultivadas en las condiciones de interés se 
recogieron por centrifugación a 3000 xg durante 2 min. Se descartó el 
sobrenadante y se resuspendieron en 800 µl de tampón de lisis, que contenía 
50 mM de Tris-HCl, pH 8.0; 0,3 M de NaCl y 5 mM de EDTA. Seguidamente, se 
añadió SDS a una concentración final del 2% y se agitó por inversión 8-10 
veces. En este paso, se podían congelar las mezclas a -80ºC para su 
almacenamiento y posterior extracción, o bien mantenerlas a 4ºC durante unos 
5-10 min para favorecer la lisis antes de empezar con la extracción. 
Para el procesamiento de las muestras se hicieron extracciones con 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1 v/v/v), tantas veces como fuese 
necesario, hasta que la interfase quedaba totalmente limpia. A continuación, se 
procedió a extraer con cloroformo saturado con agua. Tras lo cual, se añadió 
LiCl hasta una concentración final de 4 mM. Se incubó al menos 4 h a 4ºC y se 
centrifugó a esta misma temperatura a 15.000 xg durante 30 min, obteniéndose 
un precipitado de RNA y un sobrenadante en el cual se encuentra el DNA 
genómico. El precipitado se lavó con etanol al 70% y se volvió a centrifugar a 
15.000 xg durante 30 min, tras lo cual, se resuspendió en 50 µl de agua milliQ 
estéril. 
 
10.2. Aislamiento de DNA plasmídico de E. coli mediante lisis alcalina. 
Se utilizaron 1,5 ml de cultivo bacteriano en fase estacionaria de 
crecimiento que se centrifugaron a 15.000 xg durante 1 min. El precipitado se 
resuspendió en 200 µl de una solución que contenía: 50 mM de glucosa, 25 
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mM de Tris-HCl, pH 8,0; 10 mM de EDTA. Tras 5 min de incubación a 
temperatura ambiente, se añadieron 200 µl de una solución 0,1 M de NaOH y 
1 % de SDS. El tubo se agitó suavemente y se incubó 5 min a temperatura 
ambiente. A continuación, se añadieron 200 µl de una solución fría de 5 M de 
acetato potásico, pH 4,8, y se agitó suavemente varias veces por inversión. El 
tubo se centrifugó a 15.000 xg en una microcentrífuga a 4ºC durante 10 min. El 
precipitado, con los restos celulares, se desechó, y el sobrenadante se 
transfirió a un tubo nuevo donde se añadieron 2 volúmenes de etanol al 95%, 
para precipitar el DNA. El tubo se incubó 20 min a -20ºC y se centrifugó a 4ºC y 
15.000 xg, y el precipitado se lavó con etanol al 70%. Después de centrifugar 
nuevamente, el DNA precipitado se dejó secar al aire y se disolvió en 30 µl de 
agua. El rendimiento medio fue de a 3 a 5 µg de DNA por ml de cultivo. 
 
 
11. MANIPULACIÓN Y TRATAMIENTOS ENZIMÁTICOS DE LOS ÁCIDOS 
NUCLEICOS. 
11.1. Cuantificación de ácidos nucleicos. 
Los ácidos nucleicos se cuantificaron siguiendo alguno de los 
procedimientos que se detallan a continuación. 
 
11.1.1. Cuantificación espectrofotométrica. 
Los ácidos nucleicos se cuantificaron espectrofotométricamente, midiendo 
la absorbancia a 260 nm y teniendo en cuenta que el coeficiente de extinción 
molar del DNA bicatenario es 50 µg-1cm-1ml, el del DNA monocatenario es 30 
µg-1cm-1ml y el del RNA, 40 µg-1cm-1ml. Generalmente, se prepararon 
diluciones 1:100 en agua de las preparaciones de ácidos nucleicos cuya 
concentración se pretendía determinar. Se realizaron mediciones de 
absorbancia a 320 nm y 280 nm, que permitieran determinar la presencia en 
las mismas de contaminantes de naturaleza glucídica y proteica, y a 260 y 280 
nm cuya razón nos permite conocer la calidad del ácido nucleico aislado. 
 
11.1.2. Cuantificación espectrofotométrica mediante nanodrop. 
La cuantificación en este caso se llevó a cabo colocando 1 µl de la 
muestra en un nanodrop 2000 (Thermo Scientific). 
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11.1.3. Cuantificación electroforética. 
Se estima la concentración de ácidos nucleicos de forma visual y 
semicuantitativa mediante electroforesis en geles de agarosa, comparando las 
fluorescencias obtenidas, por la unión con el bromuro de etidio, con la 
mostrada por patrones de DNA de concentración conocida (DNA del fago λ). 
 
11.2. Electroforesis de ácidos nucleicos. 
11.2.1. Separación de fragmentos de DNA. 
Los fragmentos de DNA se separaron por su tamaño en geles de agarosa 
normalmente entre 0,6 y 2% en tampón TAE 1x y 0,5 µg/ml de bromuro de 
etidio para visualizar los ácidos nucleicos mediante un transiluminador de luz 
UV. El porcentaje de agarosa se modificó para cada caso según el tamaño de 
los fragmentos que nos interesasen separar (Sambrook et al., 1989). Antes de 
cargar las muestras en el gel, se le añadieron 1 µl de una solución de carga por 
cada 10 µl de muestra. Las electroforesis se realizaron en cubetas horizontales 
a un voltaje constante de 2-5 voltios/cm. 
- Solución TAE 50X: Tris base 242 g/l; ácido acético glacial 57,1 ml/l y 
EDTA 50 mM (100 ml de una solución EDTA 0,5 M pH 8,0). 
- Solución de carga 10X: 0,25% azul de bromofenol; 0,25% azul de 
xilenocianol; 50% glicerol. 
 
11.2.2. Comprobación del estado del RNA. 
Para comprobar el estado del RNA purificado se cargaba 1 µl de RNA 
junto con 9 µl de agua en geles de agarosa siguiendo el mismo procedimiento 
que en el apartado anterior con la excepción de que el voltaje utilizado era muy 
bajo, 2 voltios/cm. 
 
11.2.3. Visualización de los ácidos nucleicos. 
Una vez finalizada la electroforesis, los geles se visualizaron mediante 
iluminación con luz UV de onda corta (254 nm), o de onda larga (366 nm) 
cuando se requería aislar algún fragmento de DNA del gel. Los datos se 
analizaron con un sistema de imágenes Gel Doc 2000 (Bio-Rad) conectado a 
un PC utilizando el software Quantity One® 4.1 (Bio-Rad). Como marcador de 
peso molecular se utilizó el marcador comercial 1 kb Ladder plus (Invitrogen). 
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11.2.4. Purificación de fragmentos de DNA de geles de agarosa mediante 
congelación. 
El fragmento de gel de agarosa que contenía el DNA de interés se 
escindió con la ayuda de un bisturí y se congeló a -20ºC, un tiempo mínimo de 
10 min. A continuación, se centrifugó durante 10min a 15.000 xg a temperatura 
ambiente. En este proceso la pieza de agarosa se compacta en el fondo del 
tubo y queda un sobrenadante que contiene el DNA de interés. La preparación 
de DNA se concentró mediante precipitación con etanol en los casos en que el 
proceso de purificación diluyó mucho la muestra. 
 
11.3. Digestión de moléculas de DNA. 
Los tratamientos de DNA con enzimas de restricción se realizaron en las 
condiciones recomendadas por los fabricantes (Roche, Takara) tanto en lo 
referente al tampón como a la temperatura. 
La digestión de plásmidos y fragmentos pequeños de DNA se llevó a cabo 
utilizando 2-5 U de enzima/µg de DNA. Los tiempos utilizados fueron de 1-3 h. 
En los casos necesarios se añadió 1 µg RNasa libre de DNasa por cada µg de 
DNA a digerir. 
 
11.4. Desfosforilación de extremos de moléculas de DNA. 
La desfosforilación de DNA, para disminuir la frecuencia de religación no 
deseada, se llevó a cabo mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de 
intestino de ternera (Boehringer Mannhein). Se utilizó 1U de enzima por cada 
50 ng de DNA, incubándose con el tampón suministrado por el fabricante al 1X 
a 37ºC durante 30-60 min. Para comprobar que el DNA no se había degradado 
y eliminar la enzima, los fragmentos de DNA tratados se cargaron en un gel de 
agarosa y se purificaron como se detalla en el punto 11.2.4. 
 
11.5. Ligación de fragmentos de DNA generados mediante enzimas de 
restricción. 
La ligación se realizó utilizando la enzima T4 DNA ligasa en el tampón 
suministrado por la casa comercial (Roche) y siguiendo las instrucciones 
recomendadas. Las ligaciones se llevaron a cabo a 14ºC durante 4 a 16 h para 
las ligaciones de extremos cohesivos y 12-16 h para las ligaciones de extremos 
romos. 
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11.6. Ligación de fragmentos de DNA generados mediante PCR. 
La clonación de fragmentos generados por PCR usando polimerasas de 
DNA con actividad adenosina transferasa terminal, se realizó mediante la 
ligación de los mismos con el vector pGEM-T, utilizando el sistema comercial 
“pGEM®-T Vector Systems” (Promega) y siguiendo las instrucciones 
suministradas por el fabricante. En algunas ocasiones se empleó para la 
clonación de este tipo de fragmentos el vector “pSpark® I DNA Cloning 
Systems” (Canvax), siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. 
Los fragmentos de DNA generados por PCR con enzimas “Proof Reading”, 
sin actividad adenosina transferasa terminal, fueron clonados en el vector pBK 
digerido con la enzima de restricción EcoRV, que deja extremos romos. 
 
11.7. Secuenciación de DNA. 
La secuenciación del DNA la llevó a cabo el Servicio Central de Apoyo a 
la Investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba, en secuenciadores 
automáticos (modelo ABI 377; Applied Biosystems, Perkin-Elmer Co.), 
empleando terminadores marcados con cromóforos fluorescentes y cebadores 
adecuados para cada caso, de acuerdo con las instrucciones recomendadas 
por el fabricante. 
 
 
12. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 
La obtención de fragmentos de DNA mediante amplificación por PCR se 
llevó a cabo en distintos termocicladores dependiendo del tipo de experimento 
que se hiciese: TGradient (Biometra); Mastercycler® (Eppendorf); iCycler (Bio-
Rad). 
12.1. PCR estándar. 
Para estas amplificaciones se empleó una Taq polimerasa termoestable 
(Biotools) con el tampón recomendado por el fabricante. Las reacciones se 
realizaron en un volumen final de 25 µl y contenía: 1X tampón de DNA 
polimerasa; 0,4 mM de cada dNTP; 0,2 pmoles de cada cebador; 0,5U de 
polimerasa. Los cebadores utilizados en cada reacción se detallan en el 
apartado 13. 
La cantidad de DNA molde utilizada fue de 10 ng de DNA plasmídico o 
DNA de tamaño pequeño.  
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12.2. PCR de colonia. 
Para realizar PCR a partir de una colonia de bacterias se tomó una 
colonia con un palillo estéril y se resuspendió en 50 µl de agua destilada se 
calentó durante 10 min a 96ºC, se enfrió en hielo 5 min y se centrifugó durante 
5 min a 15.000 xg. Como molde para la PCR se utilizaron 5 µl de sobrenadante. 
 
Para hacer PCR de colonias de Chlamydomonas se tomó una colonia con 
palillo estéril, se resuspendió en 25 µl de agua destilada y se calentó 5 min a 
98ºC y a continuación, de forma inmediata, se pinchan en hielo durante al 
menos 3 min. En este caso no se centrifugó. Como molde para la PCR se 
emplearon 1-3 µl de sobrenadante. 
 
Para realizar una PCR de colonia de Hansenula polymorpha, se tomó una 
colonia con un palillo estéril y se resuspendió en 20 µl de TE (Tris 10 mM + 
EDTA 1 mM + ajustar a pH 8.0 con HCl). Se añadieron perlas de vidrio (0,5 mm 
de diámetro) hasta ¾ partes de esos 20 µl y se agitó en un vortex durante 1 
min. Finalmente se centrifugó durante 1 min a 13000 xg. Como molde para la 
PCR se emplearon 1-3 µl de sobrenadante. 
 
12.3. PCR con polimerasa de alta fidelidad. 
En los casos en los que se requirió una mayor fidelidad de copia en la 
amplificación, se utilizó el kit “CERTAMP-Amplification kit”, (Biotools) que 
contiene una mezcla de enzimas, una Taq polimerasa normal y una polimerasa 
que posee actividad correctora exonucleasa 3’-5’. También se usó la 
polimerasa de alta fidelidad “iProof” (BioRad). En el caso de esta última se usó 
el buffer de alta fidelidad (HF) cuando la amplificación era sobre vector, y el 
buffer para regiones ricas en guanina y citosina (GC) cuando era sobre DNA 
copia. En ambos casos los reactivos utilizados y las concentraciones de los 
mismos fueron las especificadas por el fabricante. Esta enzima no incorpora la 
timina terminal como las Taq, por lo que los productos amplificados presentan 
extremos romos. Por ello el cDNA amplificado con ella se clonó en el vector 
pSpark (Apartado 2.1). 
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12.4. Síntesis de DNA copia. 
El RNA se sometió a transcripción inversa con una de las enzimas 
siguientes: “Superscript II Reverse Transcriptase” (Invitrogen) o “iScriptTM 
Select cDNA Synthesis Kit”, siguiendo en todo caso las instrucciones 
suministradas por el fabricante. 
Para la síntesis de DNA copia con la enzima “Superscript II Reverse 
Transcriptase” (Invitrogen), se añadieron 1-3 µg de RNA total a una mezcla que 
contenía agua, 1µl de cebador QT u Oligo(dT) 10 µM y 1 µl de dNTPs 10 mM. 
Se calentó a 65ºC durante 5 min y posteriormente se enfrió en hielo. A 
continuación, se añadieron 6,5 µl de una solución de retrotranscripción que 
contenía, para un volumen final de 20 µl: 4µl de tampón Superscript II RT 5X; 1 
µlDTT 100 mM; 1 µl inhibidor de RNasa (20 U/ml) o agua en su defecto, y 0,5 
µl de la enzima Superscript II RT (2 U/µl). La retrotranscripción se realizó en un 
termociclador con el siguiente programa: 25ºC 5 min; 42ºC 50 min; 50ºC 10 
min; 70ºC 15 min. 
Para la síntesis de DNA copia con la enzima iScriptTM se añadieron 1-3 
µg de RNA a una mezcla que contenía agua, 4 µl de “iScript select reaction 
mix”, 2 µl de Oligo(dT) 10 µM y 1 µl de “iScript reverse transcriptase”. La 
retrotranscripción se llevó a cabo en un termociclador siguiendo el siguiente 
programa: 42ºC 60-90 min, 85ºC 5 min. 
El cDNA sintetizado se almacenó a -20ºC hasta su uso. 
 
12.5. PCR cuantitativa a tiempo real. 
La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real permite cuantificar la 
cantidad de un mRNA correspondiente a un gen determinado en una muestra a 
través de la fluorescencia que emita el amplicón correspondiente a ese gen. 
Esta cuantificación se consigue mediante la medida del incremento de 
fluorescencia durante la fase exponencial de la PCR en cada ciclo de 
amplificación. 
La cuantificación a tiempo real de la expresión de un gen se basa en el 
cálculo del ciclo umbral (Ct), que se define como el número de ciclos al cual la 
fluorescencia es estadísticamente significativa sobre el ruido de fondo. Este 
valor de Ct es inversamente proporcional al logaritmo del número de copias 
iniciales de un gen. El resultado obtenido es normalizado frente al obtenido con 
un gen control (de expresión constitutiva) amplificado en las mismas 
condiciones. El gen que se ha tomado como control en este trabajo es una 
ubiquitina ligasa de Chlamydomonas, cuya expresión no se ve alterada por 
variación en la fuente de N o C (González-Ballester et al., 2004). Si los valores 
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de Ct del gen en estudio son menores que los obtenidos en el control, indicaría 
mayor abundancia del gen en estudio que del control. 
El cDNA correspondiente a cada muestra de RNA se sintetizó como se 
describe en el apartado 12.4. 
Aunque existen varias estrategias de emisión de fluorescencia detectable 
en la PCR a tiempo real, en este trabajo se optó por el uso del fluoróforo 
SYBR-Green I (10,000X en DMSO, Molecular Probes/ Leiden, The 
Netherlands) en el caso de RT-PCR con mezcla de reacción casera o el 
fluoróforo EvaGreen® (BioRad) en aquellos casos en los que se empleó el kit 
comercial “SsoFast EvaGreen® Supermix”. Ambos compuestos emiten 
fluorescencia cuando se intercalan en la doble hebra de DNA, perdiendo esta 
capacidad cuando el DNA se encuentra en cadena sencilla. 
Todas las reacciones de PCR se realizaron en placas de 96 pocillos en un 
termocilador ICycler® de BioRad. En cada placa siempre se incluyeron 
muestras controles paralelas a las experimentales para normalizar los datos 
obtenidos en la PCR cuantitativa. Por tanto, cada placa incluía, además de las 
muestras problema por triplicado, un número igual de muestras 
correspondientes al control de referencia (ubiquitina ligasa), utilizando los 
mismos reactivos y condiciones de PCR que las muestras problema. En todas 
las placas se incluyeron al menos dos muestras sin cDNA, que fueron tomadas 
como control negativo. 
 
 12.5.1. Diseño y optimización de cebadores y especificidad de las 
reacciones. 
Dado que los RNAs no fueron tratados con DNAsa, los cebadores se 
diseñaron para amplificar específicamente sobre los cDNAs y evitar la 
amplificación de DNA genómico. Para ello, el extremo 3’ de uno de los 
cebadores de cada pareja estaba diseñado entre dos exones del gen estudiado. 
La especificidad de los cebadores fue comprobada viendo que el tamaño de la 
banda amplificada correspondía a la del cDNA sin intrones. Para más 
seguridad, todas las bandas fueron secuenciadas. La secuencia de los 
cebadores se muestra en el apartado 13. 
La optimización de los cebadores se realizó mediante un gradiente de 
temperatura de hibridación (50-70ºC). La eficiencia de cada pareja de 
cebadores se determinó a su temperatura óptima mediante el cálculo de la 
pendiente de una curva de dilución estándar, de acuerdo con el método de 
Rasmussen et al. (2001). La especificidad de las reacciones de PCR fue 
comprobada mediante un programa diseñado parar determinar la curva de 
fusión que consistía en un calentamiento de las muestras desde 60 a 100ºC, a 
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una velocidad de 0,5ºC/s y medida continua de la fluorescencia. Cada curva de 
fusión era específica de una banda amplificada. La especificidad también se 
comprobó mediante análisis electroforético en geles de agarosa al 4%. Sólo en 
el caso de coincidir los datos de las curvas de fusión y tamaño de la banda 
amplificada con lo esperado se procedía al análisis de los valores de Ct. 
 
12.5.2. RT-PCR a tiempo real con mezcla de reacción casera. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura M1. Esquema de la preparación de una placa para RT-PCR tiempo real con mezcla 
casera. 
 
Para la realización de las PCR se siguió el esquema de la Figura M1. 
Todas las muestras se mantuvieron en hielo, para evitar el funcionamiento de 
la Taq polimerasa. Se preparó una mezcla de reacción “master mix” como se 
indica en la Tabla M4. Aunque el volumen final de reacción fue de 25 ml, todas 
las reacciones están calculadas para un volumen de 26,7 ml, con el fin de 
eliminar los errores de pipeteo. 
 
 
 
GenA Gen Control GenA Gen Control
Master mix
Tubos con cDNA
(x 6,4 reacciones)
Tubos con primers
(x 3,2 reacciones)
cDNA 1 cDNA 2
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MEZCLA DE REACCIÓN PARA N REACCIONES 
Tampón de PCR 10x (Biotools) N x 17,4µl 
dNTPs 10mM N x 3,5µl 
Biotools DNA polimerasa N x 2,8µl 
SYBR-Green (1/10000 en DMSO) N x 4,35µl 
H2O N x 125,6µl 
                                        Volumen final = N x 153,6µl 
Tabla M4. Preparación de la mezcla de reacción casera. 
 
Una vez preparada la mezcla se añadieron 153,6 µl a tubos que 
contenían 6,4  µl del cDNA a amplificar. El volumen de “master mix” necesario 
fue calculado a partir del número de cDNAs distintos a amplificar (N). 
Posteriormente, y como se indica en la Figura M1, la mezcla preparada con el 
cDNA se repartía en partes iguales (76,8µl) en dos tubos que contenían 3,2 µl 
de una mezcla 10 mM de los cebadores upper y lower. Uno de los tubos 
contenía los cebadores específicos del gen a estudiar y otro de ellos los 
cebadores específicos del gen control ubiquitina ligasa. Por último, la mezcla 
de PCR resultante (para tres reacciones) se repartía en las placas de 96 
pocillos (BioRad), de forma ordenada y evitando la formación de burbujas que 
impidan una correcta detección de la fluorescencia. 
Posteriormente la placa se cubría con una lámina transparente de plástico 
(BioRad). La PCR se realizó siguiendo el programa que se detalla a 
continuación: 
ETAPA TEMPERATURA TIEMPO Nº DE CICLOS 
Desnaturalización 
inicial 
94ºC 3 min 1 
Desnaturalización 94ºC 30 s  
50 Unión del cebador Tm 30 s 
Extensión 72ºC 30 s 
Conservación 4ºC indefinido - 
Tabla M5. Condiciones de amplificación empleadas en la PCR tiempo real con mezcla de 
reacción casera. Tm, la temperatura de unión de los cebadores usada fue optimizada 
mediante una PCR previa en la que se probaron al menos 10 temperaturas diferentes 
alrededor de la recomendada por el fabricante de los cebadores (Invitrogen, Isogen). 
 
12.5.3. RT-PCR a tiempo real con el kit comercial “SsoFastTM EvaGreen® 
Supermix” (BioRad). 
Para la utilización de dicho kit se siguieron las indicaciones 
proporcionadas por el fabricante (Tabla M6). El esquema que se siguió en este 
caso fue el mismo que en el caso anterior (Figura M1), salvo que se realizaron 
las reacciones con un volumen final de 10 µl. El SsoFast EvaGreen Supermix 
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ya contenía los dNTPs, el tampón, la polimerasa y el fluoróforo, lo cual 
simplificó su uso. 
La PCR se realizó siguiendo el programa siguiente: 
ETAPA TEMPERATURA TIEMPO Nº DE CICLOS 
Activación de la 
enzima 
95ºC 30s 1 
Desnaturalización 95ºC 5s 30-40 
Unión del 
cebador/extensión 
Tm 20s 
Curva de fusión 65-95ºC continuo 1 
Conservación 4ºC indefinido - 
Tabla M6. Condiciones de amplificación empleadas en la PCR tiempo real con kit 
comercial. Tm, la temperatura de unión de los cebadores usada fue optimizada mediante una 
PCR previa en la que se probaron al menos 10 temperaturas diferentes alrededor de la 
recomendada por el fabricante de los cebadores (Invitrogen, Isogen). 
 
 
12.5.4. Análisis, normalización y validación de los datos. 
Los valores de Ct para cada una de las reacciones se obtuvieron 
automáticamente con el programa iCyclerTM iQ versión 5.0 (BioRad), a partir 
de los valores obtenidos de la intersección de las curvas de amplificación con 
una línea base. Debido a que todas las amplificaciones (tanto problema como 
control) fueron realizadas por triplicado, se tomó como valor final la media de 
los Ct obtenidos en las tres repeticiones. 
Los valores de Ct obtenidos para cada una de las muestras analizadas 
fueron normalizados frente a los valores de Ct del gen constitutivo (ubiquitina 
ligasa). La normalización se llevó a cabo según la siguiente fórmula (Pfaffl, 
2001). 
Incremento de expresión = 2-ΔCt Donde ΔCt = Ct gen problema – Ct gen 
constitutivo 
De esta fórmula se deduce que al gen control se le da valor de expresión 
1. Si el valor obtenido para el gen problema es mayor de 1, este gen se 
expresa más que el control. Si el valor obtenido es menor de 1, éste se expresa 
menos que el control. 
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13. CONSTRUCCIÓN DE LA ESTRATEGIA DE SILENCIAMIENTO 
MEDIANTE miRNA. 
Esta estrategia se basa en el silenciamiento específico de genes 
mediante microRNA publicado por Molnar et al., 2009, formando una horquilla 
con una secuencia específica del gen que se quiere silenciar.  
Para diseñar los oligos se empleó la página 
(http://wmd2.weigelworld.org/cgi-bin/mirnatools.pl). Se trataban de dos oligos 
de 90 nt de los cuáles 21 nt eran específicos de CrNRT1.1.  
En primer lugar estos oligos se hibridaron. Para ello se resuspendieron en 
agua estéril a una concentración de 100 µM. De esta mezcla se tomaron 10 µl 
y se les añadió 20 µl del tampón 2X: 20 mM Tris pH 8.0, 2 mM EDTA, 100 mM 
NaCl. Se hirvió esta mezcla en un baño de agua durante 5 minutos y se dejó 
enfriar gradualmente durante toda la noche. 
A continuación se llevó a cabo la fosforilación de los oligos hibridados 
mezclando 1 µl de éstos con 1 µl de buffer 10x de la enzima T4 DNA ligasa de 
Roche (el buffer de la quinasa PNK no funciona), 1 µl de quinasa PNK y 7 µl de 
agua estéril e incubando a 37ºC durante 30 min. Posteriormente, la quinasa se 
desactivó calentando a 65ºC durante 20 min.  
Por otro lado se digirió el vector pChlamiRNA3 con la enzima de 
restricción SpeI y se desfosforiló añadiendo a  28 µl de vector digerido, 10 µl de 
fosfatasa y 4,2 µl de buffer fosfatasa alcalina del intestino de ternera 
(Boehringer Mannhein),  e incubando esta mezcla a 37ºC durante 30 min. Se 
cargó en gel de agarosa y se purificó como se ha indicado en el apartado 
11.2.4. 
Finalmente se ligaron el vector digerido y desfosforilado y los oligos 
hibridados y fosforilados mezclando: 1 µl de vector desfosforilado, 1 µl dilución 
1:10 oligo desfosforilado, 6,5 µl agua, 1 µl buffer y 1 µl T4 DNA ligasa, ambos 
de Roche. Esta mezcla se incubó a 24ºC durante toda la noche. 
Con esta construcción se transformaron células competentes de E. coli 
DH5 αF’ según se indica en el apartado 6.2.2. Se purificó el DNA según 10.2., 
se digirió con KpnI y se transformaron las estirpes 704 y SIR6 de 
Chlamydomonas según 6.1, usando perlas de vidrio y polietilenglicol. 
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14. CEBADORES UTILIZADOS. 
Cebador Secuencia 5’-3’ Aplicación 
Up1 CGGCGACAAACACGAAAATCT Amplificación Nrt1.1/1.2 
Up2 GAGCGGGAGCGGGAGCGACAG 
TG 
Amplificación Nrt1.1/1.2 
Up3 ATGTCAAGACGGCGAGA Amplificación Nrt1.1/1.2 
Q0 CCAGTGAGCAGAGTGACG Amplificación Nrt1.1/1.2 
Qi GAGGACTCGAGCTCAAGC Amplificación Nrt1.1/1.2 
Fw GTAAAACGACGGCCAGT Amplificación Nrt1.1/1.2 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Amplificación Nrt1.1/1.2 
Nrt1ATG-SalI GTCGACATGTCAAGACGGCGAGA 
CGGGGA 
Amplif. ORF Nrt1.1 
Nrt1TAG-SpeI ACTAGTCTACCTGAAGGGCGCAGGC 
AGTG 
Amplif. ORF Nrt1.1 
iQNrt1U ACGAGGCGGACCCGCAGGAC Cuantificación Nrt1.1/1.2 
iQNrt1L ACGCGCTCCATGGGGCTCTCG Cuantificación Nrt1.1/1.2 
EcoRI-PZ1 GAATTCGTTGGCAGTTGGCGGCGCT 
CATTG 
Antisentido Nrt1 
SalI-VicLow GTCGACACGCGCTCCATGGGGCTCT 
CG 
Antisentido Nrt1 
EcoRV-VicLow GATATCACGCGCTCCATGGGGCTCT 
CG 
Antisentido Nrt1 
SalI-PZ1 GTCGACGTTGGCAGTTGGCGGCGC 
TCATTG 
Antisentido Nrt1 
N11For CTAGTCTGCACAACAGGTACAATAA 
ATCTCGCTGATCGGCACCATGGGGG 
TGGTGGTGATCAGCGCTATTTAATG 
TACCTGTTGTGCAGG 
MicroRNA 
Silenciamiento Nrt1 
N11Rev CTAGCCTGAACAACAGGTACATTAA 
ATAGCGCTGATCACCACCACCCCCA 
TGGTGCCGATCAGCGAGATTTATTG 
TACCTGTTGTGCAGA 
MicroRNA 
Silenciamiento Nrt1 
UpDUR3A TTCCTCGTCACCTTCCAGCTCTTC Cuantificación DUR3A 
LowDUR3A ATGATCATCTGCTTGCCGTTGGC Cuantificación DUR3A 
UpDUR1 AAAAGGTGTGGGTGCTGGAGGA Cuantificación DUR1 
LowDUR1 GAACTGGCGGCTGTCCTCGTC Cuantificación DUR1 
5U CGCCGGTGCCGCAGTTTTTAC Comprobación Nrt2.4/2.5 
5L GCGCGTGCGGTGGCTGATTAC Comprobación Nrt2.4/2.5 
4U CCGGCGGCATTTTCGTCACC Comprobación Nrt2.4/2.5 
4L CCCGCTCCTGCTCGCTCCAC Comprobación Nrt2.4/2.5 
Nrt2.4ATG1-SalI GTCGACATGGGTGCTGCTGGCGT Amplif. ORF Nrt2.4 
Nrt2.4TGA-SpeI AGCTACTCAACTAGTCTACCTGCCT 
TC 
Amplif. ORF Nrt2.4 
Nrt2.5ATG-SalI GTCGACATGGGCGCCGCGCCGAAC 
TTG 
Amplif. ORF Nrt2.5 
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Nrt2.5TGA-SpeI AAACAGTGGACTAGTTCAAACAGT 
GGTC 
Amplif. ORF Nrt2.5 
Qt CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACT 
CGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTT 
Síntesis cDNA 
OligodT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT Síntesis cDNA 
   
Tabla M7. Cebadores utilizados en esta tesis. 
 
 
15. HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS. 
Para el análisis in sílico de secuencias usaron diferentes herramientas 
informáticas. Muchos de los programas, así como bases de datos se usaron 
“online”. Las herramientas más empleadas se detallan a continuación. 
 
15.1. Bases de datos.  
15.1.1. Específicas de Chlamydomonas.  
Proyecto de secuenciación del genoma de Chlamydomonas.  
Versión 3. http://genome.jgi-psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html  
Versión 4. http://genome.jgi-psf.org/Chlre4/Chlre4.home.html  
Phytozome. 
http://www.phytozome.net/search.php/method=Org_Creinhardtii  
Bibliotecas de DNA de Chlamydomonas. 
http://www.chlamy.org/libraries.html 
 
15.1.2. Bases de datos generales de proteínas y ácidos nucleicos. 
National Centre for Biotechnology Information (Estados Unidos) (NCBI). 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.html 
 
15.2. Herramientas de comparación de secuencias de nucleótidos y 
proteínas. 
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Disponible en diferentes sitios 
web y con diferentes bases de datos (NCBI, EBI, genomas del JGI,...) 
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ClustalW. Alineamiento múltiple de secuencias. Disponible en diferentes sitos 
web así como en herramientas de uso “off-line”. 
 
15.3. Herramientas para el manejo y análisis de ácidos nucleicos. 
Paquete de programas DNASTAR. EditSeq. Manejo de secuencias. 
MapDraw y SeqBuilder. Análisis de sitios diana de enzimas de restricción. 
PrimerSelect. Diseño de cebadores para PCR.  
SeqMan. Manejo y análisis de resultados de secuenciación de DNA.  
GENESCAN. Predicción de genes. http://genes.mit.edu/GENSCAN.html  
Geneious. 
 
15.4. Herramientas para el análisis de secuencias de aminoácidos. 
Paquete de programas DNASTAR. 
EditSeq. Manejo de secuencias. 
MegAlign. Alineamiento de secuencias de proteínas. 
BioEdit. Alineamiento de secuencias de aminoácidos. 
Simple Modular Architecture Research Tool (SMART). Análisis de proteínas. 
http://smart.embl-heidelberg.de/ 
HMMTOP. Análisis de hidrofobicidad y dominios transmembrana. 
http://www.enzim.hu/hmmtop/ y http://www.tcdb.org/progs/TMS.php 
TMHMM Server v. 2.0. Análisis de hidrofobicidad y dominios transmembrana. 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 
NetPhos 2.0 Server. Predicción de sitios de fosforilación en residuos de serina, 
tirosina y treonina en proteínas de organismos eucariotas. 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
WOLF PSORT. Predicción de la localización subcelular de proteínas. 
http://wolfpsort.org/ 
iPSORT. Predicción de la localización subcelular de proteínas. 
http://ipsort.hgc.jp/ 
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